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PROPÓSITO DE LA TESIS 
  
1. SISTEMA DE RECEPTORES ERBB/HER Y SUS LIGANDOS 
Los miembros de la familia de receptores ERBB/HER pertenecen a la 
subclase I de la superfamilia de receptores tirosina quinasa (RTKs, receptor 
tyrosine kinases) y su denominación se basa en la homología que presentan con el 
producto del gen viral de la eritroblastosis aviar (v-erbB, erythroblastic leukemia 
viral oncogene B) (Downward et al. 1984, Yarden y Sliwkowski 2001). 
Estos receptores se expresan en múltiples células de linaje epitelial, 
mesenquimal y neuronal, en las que juegan diversos papeles en el desarrollo, 
proliferación y diferenciación (Tebbutt et al. 2013). En condiciones fisiológicas, la 
activación de los receptores ERBB está controlada por la expresión de sus ligandos, 
que son miembros de la familia del EGF (epidermal growth factor; factor de 
crecimiento epidérmico) (Hynes y Lane 2005). La desregulación de estos 
receptores tiene una fuerte implicación en la oncogénesis y la progresión tumoral. 
En cáncer, se ha demostrado que la familia de receptores ERBB participa en la 
patofisiología de tumores de mama, gástricos, colorrectales, de páncreas, de 
La señalización aberrante a través de receptores ERBB está íntimamente ligada 
a distintos tipos de cáncer, lo que ha conducido al desarrollo de terapias 
dirigidas contra estas proteínas. 
En este trabajo se han intentado abordar algunos aspectos relacionados con los 
tratamientos dirigidos basados en anticuerpos conjugados a fármacos (ADCs), 
como la aparición de resistencias o la selección de dianas moleculares adecuadas. 
(I) Se ha descrito un mecanismo de resistencia a un ADC aprobado para el 
tratamiento del cáncer de mama HER2+ metastásico (T-DM1). (II) Por otro lado, 
se ha propuesto una nueva indicación de T-DM1 en otras patologías con 
sobreexpresión de HER2, como algunos carcinomas de ovario. (III) Finalmente 
se ha identificado al ligando de EGFR, TGFα como una diana terapéutica para 




pulmón y de cabeza y cuello (Ocana y Pandiella 2013). Por ello, los componentes 
de esta familia constituyen importantes dianas terapéuticas (Riese et al. 2007, 
Ocana y Pandiella 2010). 
1.1. Miembros de la familia ERBB 
En mamíferos esta familia está compuesta por cuatro miembros (Figura 1):  
- EGFR (epidermal growth factor receptor; receptor del factor de 
crecimiento epidérmico), ERBB1 o HER1 (human epidermal growth factor 
receptor 1; receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 1) 
- Neu, ERBB2 o HER2 
- ERBB3 o HER3 
- ERBB4 o HER4 
El primero en ser descubierto fue EGFR (Sato et al. 1983) y se identificó 
originalmente como un oncogén debido a su homología con v-erbB, una proteína 
retroviral que permitía al virus de la eritoblastosis aviar transformar células de 
pollo (Downward et al. 1984). Un año después, se describió la secuencia de un RTK 
que presentaba una gran homología con EGFR y que se denominó HER2 (Coussens 
et al. 1985). Posteriormente, se describieron los otros dos miembros de la familia, 
HER3 (Kraus et al. 1989) y HER4 (Plowman et al. 1993), ambos también 
implicados en procesos tumorales. 
1.2. Estructura y activación 
Los receptores ERBB son glicoproteínas transmembrana que presentan una 
región extracelular de unión a ligando, una región lipofílica transmembrana y una 
larga cola citoplasmática (Hynes y Lane 2005). La región extracelular contiene 
cuatro subdominios (Burgess et al. 2003): los subdominios I y III están 
involucrados en la unión al ligando; el subdominio II posee el brazo de 
dimerización que se expone tras la unión del ligando al receptor; y el subdominio 




dimerización en la conformación cerrada inactiva. Tras la región transmembrana, 
aparece el dominio yuxtamembrana con capacidad reguladora que modula la 
dimerización, internalización u ordenamiento dentro de la membrana (Kil y Carlin 
2000, He et al. 2002). Finalmente, existe una larga cola citoplasmática que posee 
un dominio con actividad tirosina quinasa y múltiples sitios potenciales de 
fosforilación. 
Los cuatro miembros de la familia de receptores ERBB comparten esta 
estructura general, aunque existen dos particularidades importantes. Por un lado, 
el receptor HER3 no presenta actividad quinasa eficiente, por lo tanto, para la 
señalización depende de interacciones con otros receptores ERBB (Carraway et al. 
1994). Por otro lado, no se ha descrito ningún ligando capaz de unirse con alta 
afinidad al receptor HER2, sin embargo, al estar permanentemente en una 
conformación abierta o activa, funciona como correceptor de los otros tres 
miembros (Hynes y Lane 2005, Linggi y Carpenter 2006). 
A excepción de los mutantes constitutivamente activos, la activación de los 
receptores ERBB tiene lugar por dimerización, provocada tras la unión del ligando 
o por la sobreexpresión del receptor. La dimerización puede darse entre dos 
receptores idénticos (homodimerización) o entre diferentes miembros de la 
familia (heterodimerización), particularmente EGFR, HER3 y HER4 con HER2 
(Linggi y Carpenter 2006). La unión de los ligandos al ectodominio del receptor 
induce un cambio conformacional que conduce a la exposición del brazo de 
dimerización, promoviendo así la asociación de receptores, seguida de la 
activación del dominio quinasa intracelular y la fosforilación de los residuos de 
tirosina en el extremo C-terminal (Hynes y Lane 2005, Linggi y Carpenter 2006). A 
continuación, se produce la transfosforilación de los receptores y la subsiguiente 
activación de rutas de señalización que dirigen las respuestas celulares (Hynes y 
Lane 2005). La identidad del ligando y los receptores que componen el dímero van 
a determinar qué sitios se fosforilan y, por tanto, qué proteínas de señalización se 




1.3. Ligandos de la familia de EGF 
Los ligandos de los receptores ERBB pertenecen a la familia de EGF dado que 
todos poseen al menos un dominio EGF en su estructura (Massague y Pandiella 
1993). Dicho dominio está constituido por unos 40-50 aminoácidos, que incluyen 6 
cisteínas entre las que se establecen 3 puentes disulfuro. 
En la actualidad, se conocen hasta 40 ligandos de la familia EGF en 
mamíferos, que pueden clasificarse en tres grupos en función de su afinidad por los 
distintos receptores ERBB (Figura 1) (Eccles 2011): 
 EGF, TGFα (transforming growth factor alpha; factor de crecimiento y 
transformación de tipo alfa) y AREG (amphiregulin; anfiregulina) se unen 
específicamente a EGFR. 
 BTC (betacellulin; betacelulina), HBEGF (heparin binding EGF like growth 
factor; factor de crecimiento similar a EGF de unión a heparina), EREG 
(epiregulin; epiregulina) y EPGN (epigen/epithelial mitogen; mitógeno 
epitelial) muestran afinidad dual por EGFR y HER4. 
 NRG1 (neuregulin 1; neuregulina 1) y NRG2 tienen capacidad de unión a 
HER3 y HER4; NRG3 y NRG4, a HER4; y CSPG5 (chondroitin sulfate 





Figura 1. Ligandos de EGF y receptores ERBB con los que interaccionan. 
Todas estas proteínas existen como precursores anclados a la membrana 
plasmática que son posteriormente procesados por metaloproteasas, 
principalmente ADAMs (a disintegrin and metalloprotease; desintegrina y 
metaloproteasa), conduciendo a la liberación de factores solubles (Massague y 
Pandiella 1993). De este modo, los ligandos de la familia de EGF son capaces de 
estimular la señalización celular tanto en su forma soluble como en su forma unida 
a membrana (Hynes y Lane 2005). 
Los distintos ligandos van a promover patrones específicos de fosforilación 
de los receptores ERBB, lo que a su vez dicta la duración de la señalización y las 
respuestas celulares (Hobbs et al. 2002, Hynes y Lane 2005, Eccles 2011). Por 




consecuencia de la activación sostenida de las vías de PLC (phospholipase C; 
fosfolipasa C) y MAPK (mitogen-activated protein kinase; proteína quinasa activada 
por mitógeno); sin embargo, la estimulación del receptor por EGF promueve 
ubiquitinación y degradación de EGFR (Eccles 2011). 
1.3.1. TGFα 
1.3.1.1. Estructura y procesamiento 
El TGFα humano se localiza en el brazo corto del cromosoma 2 (2p13) y da 
lugar a un péptido de 160 aminoácidos (Brissenden et al. 1985). Este péptido pre-
proTGFα comienza con una secuencia señal de 23 aminoácidos en la región N-
terminal que se elimina cotraduccionalmente durante la translocación al lumen del 
retículo endoplásmico. Este péptido emergente de 17-18 kDa se convierte 
rápidamente en una forma glicosilada de 30 kDa durante la transición del retículo 
al aparato de Golgi. Una vez en la superficie celular, proTGFα sufre otros dos 
procesamientos por metaloproteasas en los sitios distal y proximal del dominio 
EGF, permitiendo así la liberación al medio de la forma madura soluble, de 6 kDa 
(Figura 2) (Pandiella y Massague 1991). Como resultado, queda una forma 
truncada anclada a membrana, de 15 kDa, constituida por los dominios 
yuxtamembrana, transmembrana y citoplasmático (Figura 2). Cabe mencionar que 
proTGFα no se procesa para generar la forma activa del factor de crecimiento, sino 
que varía entre dos formas activas, una anclada a membrana y otra soluble, cada 
una de las cuales es capaz de mediar de distinta forma la estimulación celular. El 
procesamiento que determina cuál de las dos formas se produce es un proceso 





Figura 2. Procesamiento de TGFα y estimulación de EGFR. 
1.3.1.2. Papel en cáncer 
Los estudios en ratones knock out y sobreexpresores de TGFα, encaminados a 
determinar su papel en la fisiología de los organismos, demostraron un papel del 
factor de crecimiento en el desarrollo de la epidermis, el pelo o los ojos. También 
parece estar involucrado en el desarrollo de la mama, del páncreas y del hígado 
(Singh y Coffey 2014). 
La desregulación de TGFα podría tener un papel causal o fisiológico en varios 
tipos de cáncer epitelial (Giricz et al. 2013), donde actúa como un mitógeno 
específico de epitelio o modulando el microambiente tumoral (Sasaki et al. 2008). 
Por ejemplo, se ha descrito su expresión en cáncer de próstata independiente de 
andrógenos en estado avanzado; en cáncer de páncreas, donde se correlaciona con 
mayor tamaño tumoral y baja supervivencia; en cáncer de ovario, pulmón y colon, 
donde se expresa junto a EGFR activándolo de forma autocrina y se correlaciona 




1.4. Internalización de receptores ERBB 
En condiciones basales, los receptores se endocitan y reciclan a un ritmo 
constante, estando presentes en la membrana plasmática en un 80-90% de su 
cantidad total. La adición de ligandos o anticuerpos contra los receptores modifica 
sustancialmente estos procesos y puede derivarlos a su degradación, 
especialmente en el caso de EGFR (Wiley 2003). 
Cuando el EGFR es activado por ligando sufre un proceso de endocitosis, 
principalmente mediada por vesículas de clatrina (CME, chlatrin-mediated 
endocitosis; endocitosis mediada por clatrina) (Sorkin y Goh 2008). La activación 
del receptor conduce a su fosforilación en el residuo Y1045, en el extremo C-
terminal, lo que posibilita su interacción con la proteína CBL. Esta enzima ubiquitín 
ligasa es responsable de ubiquitinar a EGFR, lo que conduce a su transporte a 
lisosomas y posterior degradación (Duan et al. 2003, Grovdal et al. 2004). Sin 
embargo, los distintos ligandos pueden abocar al receptor a diferentes destinos 
intracelulares. El resto de receptores ERBB no interaccionan con la proteína CBL, 
lo que repercute en una tasa de internalización mediada por ligando mucho más 
lenta e ineficiente. En el caso de HER2, la cantidad de receptor presente en la 
superficie celular es dinámica, teniendo lugar una endocitosis basal combinada con 
un reciclaje rápido y eficiente (Austin et al. 2004). Además, mientras que otros 
receptores disminuyen sus niveles de manera constitutiva o tras la unión con el 
ligando, HER2 es resistente a esta regulación y es capaz de bloquear también la 
regulación negativa de sus correceptores tras la formación del heterodímero 
(Bertelsen y Stang 2014). Los receptores HER3 y HER4, a pesar de ser endocitados 
con una menor eficiencia que EGFR, sufren ubiquitinación que los marca para su 




1.5. Señalización por receptores ERBB 
La activación de los receptores ERBB estimula múltiples rutas de 
señalización intracelular. Sin embargo, aunque comparten algunas vías, cada 
receptor está acoplado a un grupo distinto de proteínas efectoras de señalización 
(Yarden y Sliwkowski 2001). 
Las dos rutas de señalización principales activadas por todos los receptores 
ERBB son la vía de PI3K (phosphatidyl inositol 3-kinase; fosfatidilinositol 3-
quinasa) y las vías de MAPKs (Yarden y Sliwkowski 2001, Schlessinger 2004). 
Otras vías importantes relacionadas con la señalización por estos receptores 
incluyen las proteínas STAT (signal transducer and activator of transcription; 
transductor de señales y activador de transcripción) (Grandis et al. 2000, Yu y Jove 
2004), las cuales se han asociado con la activación de EGFR en cáncer; la tirosina 
quinasa SRC (proto-oncogene tyrosine-protein kinase sarcoma; proto-oncogén de la 
proteína-tirosina quinasa de sarcoma), cuya actividad se ve incrementada a través 
de la señalización por EGFR o HER2 (Ishizawar y Parsons 2004); o la 
serina/treonina quinasa mTOR (mammalian target of rapamycin; diana de la 
rapamicina en mamíferos), que se encuentra “aguas abajo” en la vía de PI3K/AKT, 
de la cual HER3 es un fuerte activador (Hobbs et al. 2002, Eccles 2011). 
La estimulación de las distintas rutas de señalización conlleva la activación 
en el núcleo de distintos programas transcripcionales, cuyo resultado final es la 
inducción de la migración, invasión, angiogénesis duplicación o supervivencia 
celular. 
1.6. Papel en cáncer 
Los receptores ERBB y sus vías de señalización tienen un papel crucial en el 
desarrollo de los organismos. Por ello, la alteración de alguno de los componentes 
de estas rutas tiene como consecuencia la aparición de patologías, como la 




posibles alteraciones constituyen un amplio campo de estudio para lograr 
comprender en mayor profundidad las bases moleculares del cáncer y, de este 
modo, facilitar el desarrollo de nuevas terapias, así como la identificación de 
nuevos marcadores predictivos y de pronóstico para esta compleja enfermedad 
(Cai et al. 2010). 
1.6.1. EGFR 
La amplificación del gen EGFR se ha descrito en un amplio rango de 
carcinomas, donde la inhibición de la señalización iniciada por el receptor puede 
bloquear el crecimiento de las células cancerígenas (Kawamoto et al. 1983). Sin 
embargo, también se han encontrado mutaciones oncogénicas en cánceres con 
niveles normales de EGFR. Un ejemplo es la deleción de los exones 2-7 en el 
ectodominio, denominada EGFRvIII, que aparece en el 40% de los gliomas de alto 
grado (Sugawa et al. 1990) y también se ha encontrado en algunos tumores de 
mama, pulmón, cabeza y cuello, ovario y próstata (Moscatello et al. 1995). Dado 
que la expresión de EGFRvIII está restringida al tejido tumoral, se considera una 
buena diana terapéutica contra la que dirigir anticuerpos específicos y vacunas. 
Otra variante muy común de EGFR es EGFRc958, que carece de los aminoácidos 
521–603 y se ha observado en alrededor del 20% de los tumores de glioblastoma 
multiforme (Frederick et al. 2000). El papel de EGFR en la oncogénesis quedó 
patente cuando se encontraron mutaciones somáticas activadoras en un conjunto 
de cánceres de pulmón no microcítico (NSCLC, non-small cell lung cancer) (Paez et 
al. 2004), que responden muy bien a inhibidores del receptor (Sequist et al. 2013). 
Estas mutaciones en EGFR se localizan principalmente en el dominio quinasa (Pao 
y Chmielecki 2010). Finalmente, se ha descrito que EGFR es importante para el 
crecimiento de algunos cánceres colorrectales y de cabeza y cuello, aunque las 
alteraciones genéticas en estos casos aún no han sido identificadas de manera 





HER2 se encuentra típicamente amplificado en cánceres humanos, como 
cáncer de mama, gástrico y esofágico (Arteaga y Engelman 2014). En el caso del 
cáncer de mama, HER2 está amplificado en aproximadamente el 20% de los 
tumores y se asocia a un mal pronóstico (Slamon et al. 1987). Sin embargo, esta 
relación de HER2 con la progresión del cáncer también ha repercutido en la mejora 
de la supervivencia de las pacientes con cáncer de mama HER2+ en estadios 
tempranos cuando son tratadas con terapias dirigidas contra el receptor, como 
trastuzumab (Lin y Rugo 2007). Por otro lado, no todos los tumores del subtipo 
que expresa HER2 tienen amplificación del gen. Algunos cánceres de mama solo 
presentan una copia de HER2, pero muestran dependencia del receptor y, por ello, 
podrían beneficiarse de la terapia anti-HER2 (Paik et al. 2008). 
También se han descrito mutaciones somáticas de HER2 en varios cánceres 
humanos. La mayoría son mutaciones sin sentido en los dominios tirosina quinasa 
y extracelular, o duplicaciones/inserciones en una porción del exón 20. Estas 
mutaciones se han observado casi exclusivamente en cánceres sin amplificación 
del gen HER2. Varios de estos mutantes muestran una señalización incrementada y 
están asociados a adenocarcinoma de pulmón y cáncer de mama lobular, de vejiga, 
gástrico y de endometrio (Arteaga y Engelman 2014). 
1.6.3. HER3 y HER4 
HER3 se asocia a cáncer debido principalmente a su papel al promover la 
señalización a través de HER2 y EGFR en cánceres “adictos” a estos últimos 
receptores. HER3 actúa como principal receptor para la heterodimerización debido 
a su capacidad de activar la vía de PI3K/AKT a través de seis sitios de anclaje para 
la subunidad reguladora P85 de PI3K (Arteaga y Engelman 2014). Sin embargo, se 
han identificado mutaciones somáticas en el gen, que afectan sobre todo al 
dominio extracelular, en un conjunto de cánceres de mama y gástricos (Jaiswal et 
al. 2013). Además, la sobreexpresión de HER3 se asocia a un mal pronóstico en 




manera similar, se han identificado mutaciones en HER4 en melanoma (Prickett et 
al. 2009), adenocarcinoma de pulmón (Ding et al. 2008) y meduloblastoma 
(Gilbertson et al. 2001). Curiosamente, en cáncer de mama, la expresión de HER4 
está asociada a una reducción de la proliferación celular y se correlaciona con buen 
pronóstico (Barros et al. 2010). 
1.6.4. Ligandos de la familia de EGF  
La sobreproducción de ligandos es uno de los mecanismos por los que los 
tumores activan de manera aberrante los receptores ERBB. La fuente de estos 
ligandos puede ser las propias células tumorales o las células del estroma. Por 
ejemplo, se ha observado una co-sobreexpresión de TGFα y EGFR en carcinomas 
de pulmón, colorrectal, de ovario, y de cabeza y cuello escamosos, que se asocia 
con un mal pronóstico de los pacientes (Rubin Grandis et al. 1998, Yarden y 
Sliwkowski 2001). 
Por otro lado, además de la sobreexpresión, el tráfico incorrecto o la 
señalización “extracrina” (a través de exosomas dirigidos al receptor) por parte de 
los ligandos de receptores ERBB podrían contribuir a la transformación de células 
epiteliales (Singh y Coffey 2014). Como ejemplo, se ha observado que el tráfico 
alterado de EREG a la superficie de células apicales conduce a una mayor 
fosforilación por EGFR, lo que conlleva mayor proliferación y capacidad invasiva 
de los tumores (Singh et al. 2013). 
Otros roles de los ligandos de receptores ERBB están relacionados con la 
sensibilidad a tratamientos. Se ha descrito un loop autocrino en células de cáncer 
de ovario que sobreexpresan NRG1 y HER3, donde el bloqueo del receptor con 
anticuerpos inhibió el crecimiento de los tumores (Sheng et al. 2010). Un loop 
similar entre NRG1 y HER3 se ha observado también en células de cáncer de 
cabeza y cuello sin amplificación de HER2, las cuales son particularmente sensibles 
a la inhibición de EGFR/HER2 con lapatinib (Wilson et al. 2011). Finalmente, se 
han encontrado altos niveles de NRG1 y HER4 en células tumorales residuales de 




inhibición de la señalización a través de HER3/HER4 con un anticuerpo 
bloqueante de NRG1 incrementó la magnitud y duración de la respuesta en 
modelos in vivo (Hegde et al. 2013). 
1.6.5. Componentes “aguas abajo” de los receptores ERBB 
Además de las alteraciones oncogénicas en los receptores ERBB y en sus 
ligandos, también se ha observado persistencia o reactivación de las vías de 
señalización activadas por estos receptores, ya sea por amplificación de otros RTKs 
alternativos, como por mutaciones en moléculas de la vía. Por ejemplo, es 
frecuente la aparición de mutaciones activadoras de PI3K o mutaciones que causan 
la pérdida de función de PTEN (phosphatase and tensin homolog; fosfatasa 
homóloga a la tensina), una molécula que regula negativamente la vía de 
PI3K/AKT. Este tipo de mutaciones suelen estar relacionadas con la aparición de 
resistencias a terapias anti-ERBB (Brunner-Kubath et al. 2011, Arteaga y Engelman 
2014). 
1.7. Terapias dirigidas contra receptores ERBB 
La familia ERBB se ha convertido en una diana terapéutica muy importante 
en oncología, donde los tratamientos dirigidos contra estos receptores han 
demostrado ser una estrategia poderosa a la hora de manejar distintos tipos de 
cáncer, mejorando tanto el pronóstico como la calidad de vida de los pacientes (Cai 
et al. 2010). Actualmente, existe un número bastante amplio de medicamentos 
diseñados contra los receptores de esta familia, que se resumen en la tabla 1. 
La mayoría de estos fármacos pertenecen a dos categorías: anticuerpos 
monoclonales (mAb, monoclonal antibody) y moléculas pequeñas inhibidoras de la 
actividad tirosina quinasa (TKI, tyrosine kinase inhibitor). Una tercera categoría 
que deriva de los anticuerpos monoclonales son los anticuerpos conjugados a 
fármacos (ADC, antibody-drug conjugate), sobre los que se profundizará en la 









Diana Clase Uso 




Erlotinib Tarceva EGFR 
TKI 
reversible 
NSCLC metastásico con 
deleción del exón 19 de EGFR o 
mutación L858R 
Cáncer de páncreas 
metastásico/localmente 













Cáncer de mama HER2+ 
Osimertinib Tagrisso EGFR TKI 
NSCLC con mutación T790M en 
EGFR 
Vandetanib Caprelsa EGFR TKI 
Cáncer de tiroides 
metastásico/localmente 
avanzado o no extirpable 
Necitumumab Portrazza EGFR mAb NSCLC escamoso metastásico 
Cetuximab Erbitux EGFR mAb 
Carcinoma de cabeza y cuello 
escamoso 
Cáncer colorrectal EGFR+ sin 
mutación en K-Ras 
Panitumumab Vectibix EGFR mAb Cáncer colorrectal metastásico 
Trastuzumab Herceptin HER2 mAb Cáncer de mama HER2+ 
Pertuzumab Perjeta HER2 mAb 




Kadcyla HER2 ADC 
Cáncer de mama HER2+ 
metastásico 
1.7.1 Anticuerpos monoclonales 
Son anticuerpos dirigidos contra epítopos presentes en el ectodominio de los 
receptores ERBB. Desde hace décadas, el uso de anticuerpos ha posibilitado el 
estudio de estos receptores, permitiendo ahondar en su mecanismo de acción. A 
principios de los años 80, se comenzaron a desarrollar anticuerpos dirigidos 
contra el ectodominio de EGFR, algunos de los cuales demostraron capacidad de 




al. 1983). En esta misma década, investigadores de la empresa Genentech 
generaron una serie de anticuerpos contra el dominio extracelular del receptor 
HER2, con el objetivo de bloquear su activación, dado el papel que esta proteína 
desempeña en varios tipos de cáncer, como el cáncer de mama (Gullick 1990). 
Se ha avanzado mucho desde los primeros anticuerpos monoclonales, con 
moléculas terapéuticas cada vez más sofisticadas. 
Los mecanismos a través de los cuales los mAbs pueden desarrollan su acción 
antitumoral incluyen: 
- Bloqueo de la activación de los receptores debido a (i) la estabilización 
de la conformación cerrada del dominio extracelular del receptor, 
impidiendo de esta forma tanto la unión del ligando como la 
dimerización de receptores; (ii) el bloqueo directo de la unión del ligando 
al receptor; o (iii) el bloqueo de la dimerización de receptores. 
- Parada del ciclo celular. Se ha visto que el tratamiento con trastuzumab 
induce la parada de las células tratadas en la fase G1 del ciclo celular, al 
reducir la expresión de proteínas secuestradoras de P27KIP1 (Lane et al. 
2000), un inhibidor de ciclinas dependientes de quinasas. De manera 
similar, cetuximab también provoca esta parada en la fase G1 mediante el 
aumento de P27KIP1 (Wu et al. 1996). 
- Inducción de apoptosis. Cetuximab provoca la inactivación de proteínas 
antiapoptóticas, como BCL2 (B-cell lymphoma-2; linfoma 2 de células B), 
y favorece la expresión de proteínas proapoptóticas, como BAX (BCL2 
associated protein X; proteína X asociada a BCL2) y caspasa 3, caspasa 8 o 
caspasa 9 (Grunwald y Hidalgo 2003). 
- Estimulación de la acción del sistema inmune sobre las células tumorales 
por mecanismos de ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity; 
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos). 




1.7.2. Inhibidores de la actividad tirosina quinasa 
Estos inhibidores son pequeñas moléculas sintéticas que cruzan la 
membrana celular y son capaces de competir con el ATP por su sitio de unión en el 
dominio intracelular de los receptores ERBB (Levitzki y Gazit 1995). De esta forma, 
causan la inhibición de su actividad tirosina quinasa, reprimiendo las señales que 
inician las rutas intracelulares que controlan los procesos de proliferación, 
diferenciación y supervivencia celular (Anderson y Ahmad 2002, Fry 2003). 
Existen inhibidores de quinasas altamente específicos y otros con baja 
especificidad de diana, capaces de inhibir simultáneamente a receptores ERBB y 
quinasas de otras familias. 
Los TKIs que actúan específicamente sobre receptores ERBB son derivados 
de la quinazolina y se unen al bolsillo de unión a ATP en el dominio quinasa 
(Denny 2001, Fry 2003). Estos fármacos pueden ser reversibles e irreversibles. 
Es necesario mencionar que aunque los resultados con las terapias dirigidas 
son prometedores y han mejorado sustancialmente el pronóstico de los pacientes 
con distintos tipos de cáncer, aún es necesario ahondar en el conocimiento y 
desarrollo de estas terapias, dado que con mucha frecuencia los pacientes no 
responden a los tratamientos (resistencia primaria) o, tras una respuesta inicial, 
dejan de ser efectivos (resistencia adquirida). Los mecanismos por los cuales estos 
agentes terapéuticos ejercen su actividad, así como las múltiples vías que 






2. ANTICUERPOS CONJUGADOS A FÁRMACOS (ADCS) 
2.1. Panorama clínico 
Una de las estrategias que más éxito está teniendo dentro de las terapias 
dirigidas es el uso de anticuerpos conjugados a fármacos (ADCs). Esta clase de 
terapéuticos oncológicos ha emergido gracias a su habilidad para conducir agentes 
citotóxicos muy potentes de manera específica a las células tumorales diana 
(Vezina et al. 2017). Un ADC está formado por un anticuerpo monoclonal (mAb) 
recombinante que se encuentra covalentemente unido a un compuesto citotóxico 
(quimioterápico o toxina), a través de un enlace o linker sintético. Para ejercer su 
acción antitumoral, un ADC tiene que alcanzar y unirse a una célula que exprese el 
antígeno reconocido por el mAb. A continuación, requiere la internalización y el 
procesamiento lisosomal para liberar el fármaco, que difunde a través de la 
membrana del lisosoma para acceder a su diana molecular, induciendo en última 
instancia la muerte celular. 
Por el momento existen solamente cuatro ADCs aprobados para su uso 
comercial, aunque actualmente hay más de 60 en ensayos clínicos (Beck et al. 
2017). En 2011, la FDA aprobó Adcetris® (brentuximab vedotina, BV), desarrollado 
por Seattle genetic, para el tratamiento del linfoma de Hodgkin, tras fallo de 
transplante autólogo de células troncales, y para el linfoma anaplásico de células 
grandes, tras fallo de quimioterapia con múltiples agentes (Senter y Sievers 2012). 
Este compuesto está dirigido contra CD30 y contiene el derivado de auristatina 
MMAE, unido mediante un enlace procesable por proteasas. En 2013, Kadcyla® 
(trastuzumab-emtansina, T-DM1), desarrollado por Genentech, consiguió la 
aprobación de la FDA para el tratamiento del cáncer de mama HER2+ metastásico 
(Amiri-Kordestani et al. 2014). T-DM1 combina el anticuerpo humanizado contra 
HER2, trastuzumab, con un ponente agente antimicrotúbulos, el derivado de la 
maintansina DM1, (Lambert y Chari 2014). En 2017, dos ADCs más han recibido la 




citotóxico de la familia de las caliqueamicinas. Besponsa® (inotuzumab 
ozogamicina, IO) está dirigido contra CD22 y se desarrolló para el tratamiento de 
leucemia linfoblástica aguda recurrente o refractaria (Kantarjian et al. 2016). 
Mylotarg® (gemtuzumab ozogamicina, GO) está dirigido contra CD33 y se aprobó 
para el tratamiento de leucemia mieloide aguda positiva para CD33 en pacientes 
adultos con enfermedad recién diagnosticada y en pacientes de dos años o más 
cuya enfermedad no mejoró con otros tratamientos o recidivó. Cabe destacar que 
Mylotarg® recibió originalmente la aprobación acelerada por la FDA en mayo de 
2000, pero se retiró voluntariamente del mercado después de que los ensayos 
fallasen a la hora de demostrar beneficio clínico y de que presentase problemas de 
toxicidad. La aprobación actual incluye una dosis recomendada más baja, diferente 
régimen de administración y un grupo de pacientes distinto (Appelbaum y 
Bernstein 2017, Guest et al. 2017). 
2.2. Componentes de un ADC 
Los ADCs son medicamentos complejos en los que cada paso necesario para 
ejercer su función resulta un desafío, desde la estabilidad en la circulación 
plasmática hasta la correcta liberación del agente citotóxico. Por ello, el diseño 
adecuado de los tres componentes que conforman un ADC resulta crucial para su 
éxito en clínica (Figura 3). Por este motivo, se está poniendo mucho esfuerzo en el 
desarrollo de ADCs de próxima generación, con estrategias encaminadas a 
seleccionar los mejores antígenos, fármacos citotóxicos adecuados, linkers 
optimizados, nuevas químicas de conjugación y soluciones a posibles problemas de 





Figura 3. Estrategias disponibles para el diseño y desarrollo de ADCs. Existen dos 
clases de linkers (en verde), procesables y no procesables, que se pueden optimizar para 
mejorar la estabilidad y solubilidad de los ADCs, influir en el efecto bystander o evitar la 
multirresistencia a fármacos. Los grupos principales de citotóxicos (en amarillo) están 
dirigidos contra el DNA o los microtúbulos, aunque otros pueden inhibir enzimas. Los 
mAbs (en morado) se basan en tres isotipos, que se pueden conjugar al linker-fármaco 
mediante enlaces tiosuccinimida entre residuos de aminoácidos (conjugación química), o 
mediante conjugación específica de sitio. Esta última se puede conseguir por (i) inserción 
de cisteínas adicionales, (ii) inserción de aminoácidos no naturales (UAAs, unnatural 
amino acids) y (iii) ligación asistida por enzimas. Cada sección de la figura muestra 




2.2.1. Anticuerpo monoclonal 
2.2.1.1. Selección de la diana molecular 
Los anticuerpos monoclonales representan el esqueleto de los ADCs y deben 
reconocer específicamente el antígeno diana, que es, por lo general, una proteína 
accesible de la superficie celular. Estos antígenos idealmente se tienen que 
expresar de manera selectiva en las células cancerígenas o bien estar 
sobreexpresados en dichas células con respecto a las células normales. Por otro 
lado, para prevenir la unión del ADC al antígeno en la circulación, la secreción y el 
procesamiento del mismo deben ser mínimos (Shefet-Carasso y Benhar 2015). 
Adicionalmente, los antígenos deberían ser susceptibles de internalizarse para 
que, una vez unido, el ADC sea transportado al interior de la célula, donde el agente 
citotóxico ejercerá su acción antitumoral (Damelin et al. 2015). 
2.2.1.2. Isotipos 
Los mAbs por sí solos pueden ejercer acciones antitumorales ya sea de 
manera directa, por ejemplo disminuyendo las señales mitogénicas que emanan de 
sus dianas, o de manera indirecta, atrayendo componentes del sistema inmune 
hacia el tumor. Por ello, los mAbs “desnudos” se usan a veces como agentes para el 
tratamiento del cáncer; un claro ejemplo es trastuzumab en cáncer de mama 
HER2+ (Sliwkowski et al. 1999, Taylor et al. 2007). Sin embargo, la validación de la 
actividad de los mAb no es un requerimiento para el desarrollo de un ADC activo. 
Una cuestión interesante es si la acción antitumoral del mAb mediada por el 
sistema inmune se mantiene cuando éste es conjugado al citotóxico. Por ejemplo, 
en el caso de T-DM1, la ADCC, característica de trastuzumab, se mantiene en el ADC 
(Junttila et al. 2011). La selección del isotipo del mAb podría influir en este 
aspecto. La mayoría de los mAbs usados en ADCs se seleccionan a partir de tres 
isotipos de IgG humanos: IgG1, IgG2 e IgG4. IgG1 normalmente apoya la ADCC, 
mientras que IgG2 e IgG4 generalmente son ineficientes o limitados en esta función 





2.2.1.3. Química de conjugación 
El método de conjugación del citotóxico y del linker al mAb tiene un papel 
crítico en la agregación, capacidad de unión, eliminación de la circulación, potencia 
y tolerabilidad de los ADCs. En la mayoría de los ADCs que están actualmente 
aprobados o bajo evaluación clínica, la química de conjugación se basa en enlaces 
tiosuccinimida, formados mediante la reacción de tioles y alquilmaleimidas (Beck 
et al. 2017). El complejo fármaco-linker se puede unir al mAb a través de (i) la 
cadena lateral de lisinas aleatorias, (ii) lisinas de superficie modificadas con un 
grupo maleimido reactivo, o (iii) cisteínas libres generadas a partir de la reducción 
parcial de puentes disulfuro existentes. Este tipo de química conduce a mezclas 
heterogéneas de ADCs, con diferentes sitios de conjugación y una variedad de 
ratios fármaco-anticuerpo (DAR, drug-antibody ratio) (Lyon et al. 2014). 
Una estrategia alternativa es la conjugación específica de sitio, que se puede 
alcanzar mediante (i) la inserción por ingeniería genética de residuos adicionales 
de cisteínas en diferentes sitios del anticuerpo, (ii) la inserción de aminoácidos no 
naturales (UAA, unnatural aminoacids) codificados genéticamente, y (iii) la ligación 
asistida por enzimas, como enzimas generadoras de formilglicina, 
transglutaminasas o sortasas (Tsuchikama y An 2016). 
2.2.2. Agente citotóxico 
Los agentes citotóxicos usados con más frecuencia en ADCs son compuestos 
que dañan el DNA o compuestos antimitóticos (Beck et al. 2017). El primer grupo 
comprende análogos de caliqueamicina (usados en GO (Appelbaum y Bernstein 
2017) e IO (Kantarjian et al. 2016)) y análogos de duocarmicina (van der Lee et al. 
2015). El segundo, análogos de auristatina basados en dolastatina 10 (usados en 
BV (Senter y Sievers 2012)), maitansinoides (usados en T-DM1 (Amiri-Kordestani 
et al. 2014)) y tubulisinas (Li et al. 2016). Otros fármacos usados en ADCs que se 
encuentran en fase clínica son inhibidores de la DNA topoisomerasa I (como 




(como pirrolobenzodiazepinas (PBD, pyrrolobenzodiazepine) (Mantaj et al. 2017)) 
e inhibidores de la RNA polimerasa II (como α-amanitina (Liu et al. 2015)). 
Estos fármacos están optimizados para una alta citotoxicidad, de modo que 
puedan destruir las células del tumor a la concentración intracelular alcanzada tras 
la liberación del ADC. Esta concentración es frecuentemente baja debido al 
limitado número de antígenos en la superficie de la célula tumoral, el bajo DAR 
(alrededor de 3,5-4) de los ADCs disponibles actualmente, la internalización 
ineficiente de ciertos antígenos y la dificultad para penetrar en los tejidos de los 
tumores sólidos. Estas son probablemente las razones que condujeron al fallo de 
los primeros ADCs que incorporaban fármacos convencionales (mucho menos 
tóxicos), como taxanos o antracilinas (Chari 1998). 
2.2.3. Enlace o linker 
El tercer componente de los ADCs es el enlace o linker usado para unir el 
fármaco al anticuerpo. El linker debe tener una alta estabilidad en la circulación 
sanguínea, dado que la unión inestable podría conducir a la liberación del 
citotóxico en el torrente sanguíneo, causando un alto grado de toxicidad y una 
disminución en la eficacia (Thomas et al. 2016). Aun así, este enlace debe permitir 
la liberación eficiente del fármaco una vez que el ADC es internalizado. Existen dos 
clases principales de linker usados actualmente en la clínica: procesables y no 
procesables. 
 Los enlaces procesables se pueden romper química o enzimáticamente. 
Esta clase de enlaces suelta las toxinas de forma más eficiente que los no 
procesables, pero la ruptura no específica y la liberación del fármaco en la 
circulación son también mayores (DeVay et al. 2017). Dentro de esta primera clase 
de linkers existen tres tipos de mecanismos de liberación: (i) sensibles a ácido, 
como los enlaces hidrazina, que se procesan en el lisosoma como resultado del bajo 
pH (Nolting 2013); (ii) sensibles a proteasas lisosomales, como los enlaces 
peptídicos valina-alanina y valina-citrulina, que se procesan en el lisosoma por la 




sensibles a reacciones redox, como los enlaces basados en puentes disulfuro, que 
se reducen como consecuencia del glutatión intracelular (Erickson et al. 2010). 
Por otro lado, los enlaces no procesables son muy estables en la circulación 
y dentro de la célula, ya que dependen de la degradación proteolítica completa de 
la parte del mAb en el lisosoma, tras la internalización del ADC. El catabolito activo 
liberado incluye el fármaco unido al linker, que permanece adherido a un residuo 
de un aminoácido del mAb (Erickson et al. 2006). Ejemplos de enlaces no 
procesables incluyen el linker tioéter usado en T-DM1 (Lewis Phillips et al. 2008) o 
el ácido maleimidocaproico unido a monometil auristatina F (mc-MMAF), usado en 
algunos ADCs bajo evaluación clínica, como depatuxizumab mafodotina (Phillips et 
al. 2016). 
La figura 3 muestra las distintas opciones disponibles actualmente para el 
desarrollo de ADCs. 
2.3. Ado-trastuzumab emtansina o T-DM1 
2.3.1. Desarrollo y resultados clínicos 
Ado-trastuzumab emtansina o T-DM1 es un ADC formado por trastuzumab 
unido a un derivado de la maintansina a través de un enlace covalente no 
procesable (Lewis Phillips et al. 2008, Amiri-Kordestani et al. 2014). Los 
maitansinoides son agentes antimicrotúbulos muy potentes que se unen a tubulina 
β, impidiendo su polimerización (Cassady et al. 2004). El trastuzumab, por su 
parte, es un anticuerpo monoclonal humanizado diseñado contra HER2. 
T-DM1 alcanzó la clínica en segunda y tercera línea de tratamiento de 
pacientes con cáncer de mama HER2+ metastásico, tras mostrar un incremento en 
la supervivencia global (Verma et al. 2012, Krop et al. 2017). Sin embargo, en 
primera línea de tratamiento, este compuesto no mejoró la eficacia de pertuzumab 




El hecho de que HER2 se sobreexprese en ciertos tumores confiere 
selectividad a T-DM1, restringiendo la toxicidad en otros tejidos. No se han 
detectado problemas graves de toxicidad a excepción de cierta trombocitopenia, 
producida por la internalización del compuesto en precursores de plaquetas 
(Amiri-Kordestani et al. 2014). 
2.3.2. Mecanismo de acción 
Para producir su efecto antitumoral, T-DM1 tiene que alcanzar el tumor en 
condiciones estables. En este contexto, para evitar la liberación inadecuada del 
agente citotóxico, se evaluaron diferentes tipos de enlaces hasta que se consiguió 
optimizar la estabilidad de los compuestos trastuzumab-DM1 (Lewis Phillips et al. 
2008). El resultado final fue trastuzumab-MCC-DM1, en el que anticuerpo y una 
media de 3,5 moléculas de DM1 se mantienen unidos a través de enlaces tioéter no 
reducibles, y que presentó un adecuado perfil fármaco-cinético (Lambert y Chari 
2014). Una vez que alcanza la masa tumoral, T-DM1 se une a HER2 en la superficie 
de las células cancerígenas, lo que desencadena la entrada de los complejos ADC-
antígeno al interior de la célula por un proceso de endocitosis mediada por 
receptor (Barok et al. 2014). Dado que el linker es estable tanto en la circulación 
como en el microambiente tumoral, la liberación del agente citotóxico solo ocurre 
tras la degradación proteolítica completa del anticuerpo dentro del lisosoma 
(Lewis Phillips et al. 2008). Tras salir de este orgánulo hacia el citosol, los 
catabolitos de DM1 inhiben el ensamblaje de microtúbulos, causando en última 
instancia la muerte celular. 
La unión de DM1 a trastuzumab no altera la capacidad de unión del 
anticuerpo a HER2 (Junttila et al. 2011), por lo que los efectos antitumorales 
intrínsecos del anticuerpo se mantienen en el ADC. Como consecuencia, el 
mecanismo de acción de T-DM1 se basa en efectos antitumorales relacionados con 
trastuzumab y en otros relacionados con DM1. 
Tanto trastuzumab como T-DM1 inhiben la señalización a través de HER2, 




parte, la actividad antitumoral de DM1 incluye al menos cuatro mecanismos 
moleculares (Barok et al. 2014): (i) disrupción de la red de microtúbulos, lo que 
causa una parada del ciclo celular en la fase G2/M; (ii) catástrofe mitótica, 
caracterizada por la presencia de estructuras gigantes multinucleadas (Barok et al. 
2011, Montero et al. 2015); (iii) disrupción de la red de microtúbulos que media el 
tráfico intracelular; y (iv) muerte celular por apoptosis, de manera dependiente de 
la concentración intracelular de DM1. 
2.3.3. Mecanismos de resistencia 
2.3.3.1. Unión de T-DM1 a HER2 
T-DM1 es un medicamento dirigido contra HER2, por lo que una disminución 
en los niveles del antígeno reconocido por el mAb podría resultar en resistencia. 
Existen varios estudios preclínicos en modelos celulares de resistencia a T-DM1, o 
ADCs estructuralmente similares, en los que las células mostraron una marcada 
disminución de los niveles proteicos de HER2, aunque otras líneas celulares 
resistentes no mostraron este efecto (Loganzo et al. 2015). 
Otra posibilidad es que los niveles de HER2 se mantengan pero el antígeno se 
encuentre enmascarado por componentes de la matriz extracelular, como mucina y 
hialuronano (Nagy et al. 2005), o bien presente truncación del ectodominio 
(Scaltriti et al. 2007). Ambas circunstancias se han descrito como mecanismos de 
resistencia a trastuzumab y también podrían tener un papel potencial en la 
adquisición de resistencia a T-DM1. Sin embargo, estos mecanismos aún no se han 
reportado en modelos preclínicos. 
2.3.3.2. Expresión de neuregulina 
Varios estudios han sugerido que la presencia de ciertos ligandos como NRG, 
que se une a HER3 y HER4, puede dificultar la eficacia de T-DM1 (Phillips et al. 
2014). La NRG se expresa ampliamente en tumores de mama y se asocia a un 
incremento en la proliferación de las células cancerígenas (de Alava et al. 2007, 




bloqueo del brazo de dimerización de HER2 con pertuzumab incrementaba el 
efecto de T-DM1. Sin embargo, aunque parece claro en modelos preclínicos, los 
ensayos de combinación de T-DM1 con pertuzumab en pacientes no han 
demostrado superioridad al compararlos con pertuzumab, docetaxel y 
trastuzumab (Perez et al. 2017). 
2.3.3.3. Defectos en las rutas de internalización y tráfico intracelular 
La eficacia de un ADC está muy ligada a la internalización del anticuerpo 
dentro de la célula. La endocitosis puede ocurrir por diferentes rutas de 
internalización, como la CME, la mediada por caveolina-1 (CAV1) y la 
independiente de clatrina y caveolina, aunque la CME se considera la principal ruta 
adoptada por varios ADCs (Kalim et al. 2017). Recientemente se ha descrito un 
modelo preclínico de resistencia a T-DM1 en el que la internalización del ADC se 
produce a través de CAV1 (Sung et al. 2017). La colocalización de T-DM1 dentro de 
CAV1 se correlacionó con una disminución de la respuesta al fármaco en un panel 
de líneas celulares HER2+, sugiriendo que la endocitosis de T-DM1 mediada por 
caveolina podría predecir respuesta. 
2.3.3.4. Defectos en el procesamiento lisosomal 
Para liberar la carga citotóxica, T-DM1 necesita ser procesado dentro de los 
lisosomas, de tal modo que el mAb se degrade por completo, generando como 
catabolito activo Lys-MCC-DM1 (DM1 unido al linker y adherido a un residuo de 
lisina del anticuerpo). El capítulo I de este trabajo describe, por primera vez, un 
mecanismo de resistencia a T-DM1 ligado a un defecto en la actividad proteolítica 
de los lisosomas (Rios-Luci et al. 2017). 
Las membranas lisosomales son bastante impermeables a los catabolitos 
liberados tras el procesamiento de ADCs con enlaces no procesables, como Lys-
MCC-DM1. Por ello, precisan de su transporte desde el lumen del lisosoma al 
citoplasma. Recientemente se ha descrito la proteína de membrana lisosomal 
SLC46A3 como un transportador de este tipo de compuestos, cuyo silenciamiento 




2.3.3.5. Bombas de expulsión de fármacos y alteraciones en la 
tubulina-β 
Un mecanismo muy frecuente de resistencia a quimioterapia es la 
eliminación de los fármacos del citoplasma por transportadores del casete de 
unión a ATP (ABC, ATP-binding cassette trasporter) (Yu et al. 2013). Los 
maitansinoides son también sustratos de algunos de estos transportadores, como 
PgP/MDR1 (P-glycoprotein 1/multidrug resistance protein 1), por lo que la 
resistencia a T-DM1 podría estar ligada a este proceso (Lambert y Chari 2014). Se 
ha observado sobreexpresión de ABCC2 y ABCG2 en modelos celulares de cáncer 
gástrico HER2+ resistentes a T-DM1, en los que la inhibición de dichos 
transportadores restauró la sensibilidad (Takegawa et al. 2017). En otros modelos 
preclínicos de resistencia a T-DM1, se observó inducción funcional de MRP1, cuya 
inhibición también dio como resultado la restauración de la sensibilidad (Loganzo 
et al. 2015). 
Por otro lado, no existen datos de modelos de resistencia a T-DM1 en los que 
mutaciones en tubulina β hayan demostrado mediar la resistencia, pero podría ser 
un mecanismo potencial. 
2.3.3.6. Papel de ciclina B1 
Otro mecanismo de resistencia a T-DM1 propuesto recientemente está 
relacionado con el efecto del ADC sobre ciclina B1, una proteína del ciclo celular 
que participa en la transición G2/M. En células de cáncer de mama HER2+ 
sensibles a T-DM1, el fármaco provocó un incremento en ciclina B1, que no se 
observó en células resistentes a T-DM1 (Sabbaghi et al. 2017). Además, el 
silenciamiento de ciclina B1 dio como resultado resistencia al medicamento. Es 
interesante también que en una cohorte de 18 explantes de cáncer de mama 
HER2+, el efecto de T-DM1 fue paralelo a los niveles de ciclina B1. Estos 
descubrimientos son clínicamente relevantes, dado que la inducción por cilcina B 





2.3.3.7. Adquisición de alteraciones moleculares 
La activación de rutas de señalización “aguas abajo” de HER2 debida a 
mutaciones en PIK3CA o deleciones en PTEN representa un mecanismo de 
resistencia conocido a trastuzumab (Berns et al. 2007). En el caso de T-DM1, no se 
ha descrito que alteraciones moleculares que conlleven la activación de estas vías 
medie la resistencia al fármaco. Sin embargo, actualmente hay un estudio clínico 
que está explorando la seguridad y la eficacia de la combinación de T-DM1 con 
inhibidores de PI3K (ClinicalTrials.gov identificador: NCT02038010). 
La figura 4 muestra un resumen del mecanismo de acción de T-DM1 y los 





Figura 4. Entrada, procesamiento de T-DM1 y mecanismos de resistencia. T-DM1 se 
une a HER2 en la membrana plasmática (1); a continuación, los complejos HER2-T-DM1 
entran en la célula por un proceso de endocitosis mediada por receptor (2); los complejos 
internalizados se encuentran contenidos inicialmente dentro de vesículas endocíticas que 
se fusionan hasta convertirse en endosomas tempranos que finalmente maduran a 
lisosomas (3). Las proteasas ácidas procesan la parte del anticuerpo de T-DM1 para 
liberar Lys-MCC-DM1, que puede ser entonces transportado desde el lumen del lisosoma 
al citosol. Lys-MCC-DM1 intracelular inhibe la polimerización de microtúbulos (4), lo que 
conduce a una parada en mitosis y, en última instancia, muerte celular. Las letras dentro 
de los círculos indican los mecanismos de resistencia a T-DM1 potenciales (rojo) o ya 




3. CÁNCER DE MAMA 
3.1. Epidemiología 
El cáncer de mama es el más frecuente en las mujeres españolas y supone un 
29% de todos los cánceres. En España, en 2015 se diagnosticaron 27.747 casos de 
cáncer de mama (Garcia-Saenz et al. 2015). Aunque la mortalidad por este tipo de 
cáncer ha descendido en los últimos años gracias a la detección temprana y a la 
mejora de los tratamientos, el cáncer de mama sigue siendo la primera causa de 
muerte por cáncer en España en las mujeres. Según la Sociedad Española de 
Oncología Médica (SEOM), en 2012 fallecieron 6.075 mujeres por esta enfermedad. 
La edad más frecuente de incidencia está por encima de los 50 años, pero 
aproximadamente un 10% se diagnostica en mujeres menores de 40 años. La 
media de supervivencia a 5 años para pacientes con cáncer de mama es del 90%, 
incrementándose al 99% cuando el cáncer está localizado; por el contrario, si el 
cáncer se ha diseminado a partes distantes del cuerpo, la tasa de supervivencia se 
reduce al 26% (Garcia-Saenz et al. 2015). 
3.2. Clasificación 
El cáncer de mama es una enfermedad tremendamente heterogénea en 
cuanto a alteraciones moleculares, sensibilidad al tratamiento y composición 
celular. Es por ello que se están realizando grandes esfuerzos encaminados a 
descifrar el perfil molecular de esta enfermedad, permitiendo así el diagnóstico 
temprano y el tratamiento eficaz del cáncer de mama (Perou et al. 2000, Dai et al. 
2005). 
3.2.1 Clasificación según el perfil molecular 
Los perfiles de expresión génica utilizados en el análisis de los tumores de 
mama han permitido identificar marcas génicas asociadas con diferentes 




subtipos: Luminal A, Luminal B, HER2-positivo, basal-like y normal breast-like 
(Prat y Perou 2011). Cada subtipo presenta características histopatológicas, 
moleculares y clínicas propias, por lo que se requieren diferentes tratamientos (De 
Laurentiis et al. 2010). 
3.2.1.1. Luminal A y B 
Se caracterizan por la expresión de receptores hormonales, que incluyen al 
receptor de estrógenos (ER, estrogen receptor) y de progesterona (PR, 
progesterone receptor). El subtipo luminal A expresa niveles elevados del ER y se 
asocia relativamente a un mejor pronóstico (Sorlie et al. 2006). El subtipo luminal 
B presenta un fenotipo más agresivo y un mayor grado histológico (Perou et al. 
2000). Además de los dos receptores hormonales citados, estos tumores también 
expresan EGFR, HER2 y ciclina E1 (Sorlie et al. 2001). 
3.2.1.2. HER2+ 
Se caracterizan por la sobreexpresión de HER2, descrita por primera vez en 
carcinoma de mama humano en los años 80 (King et al. 1985). Además, suelen ser 
negativos para receptores hormonales y presentan grados histológicos más bajos. 
Pueden tener también mutaciones en P53. Estos tumores tienen un pronóstico 
relativamente pobre y las pacientes son propensas a sufrir recaídas frecuentes y 
tempranas, y metástasis distantes (Reddy 2011). Entre el 15 y 20% de los cánceres 
de mama invasivos son HER2 positivos. La amplificación del gen y la consecuente 
sobreexpresión de HER2 ocurren durante el estadio in situ del desarrollo del 
tumor. Por lo tanto, HER2 generalmente se encuentra sobreexpresado en el tumor 
primario y en la metástasis. 
3.2.1.3. Basal-like 
La denominación de carcinoma basal-like se debe a que las células 
neoplásicas de este subtipo expresan genes que normalmente se expresan en 
células mioepiteliales o normales-basales de la mama (Lakhani y O'Hare 2001, 




mayor frecuencia en mujeres premenopáusicas (Carey et al. 2006), y se 
caracterizan principalmente por la pérdida de expresión de los receptores 
hormonales, así como de HER2, y por la expresión de citoqueratinas CK5/CK6 y 
EGFR (Rakha et al. 2008). Además presenta mutaciones en P53 en más del 85% de 
los casos y es muy común en portadores de mutaciones en el gen BRCA1 (breast 
cancer 1; cáncer de mama 1). Morfológicamente, se caracterizan por un alto grado 
histológico, alto índice mitótico, presencia de zonas necróticas, bordes presionados 
e infiltraciones linfocíticas visibles. Presenta un comportamiento clínico más 
agresivo y un patrón de diseminación metastásica con inclinación a cerebro y 
pulmón (Rakha et al. 2008). 
3.2.1.4. Normal breast-like o no clasificados 
Estos tumores no caen en ninguna de las categorías descritas anteriormente, 
aunque se asemejan al subtipo basal-like en el perfil molecular e 
inmunohistoquímico. Corresponden al 6-10% de todos los cánceres de mama. Son 
normalmente pequeños y en general tienen buen pronóstico. Son más comunes en 
mujeres postmenopáusicas que en premenopáusicas (Reddy 2011). El subtipo “no 
clasificado” es negativo para 5 marcadores: ER, PR, HER2, citoqueratina CK5 y 
EGFR. 
Con la evolución de las técnicas de genómica y la secuenciación masiva de 
tumores es de esperar que surjan otras subclasificaciones de los tumores de mama 
en base a nuevas entidades moleculares. Sin embargo, actualmente resulta muy 
difícil establecer un sistema de clasificación sencillo, práctico y fácilmente 
aplicable que pueda abarcar de forma concisa y completa todas las 
particularidades del cáncer de mama (Bhargava et al. 2009). 
3.2.2. Clasificación histológica 
A pesar de la clasificación molecular de los subtipos de cáncer de mama, en la 
práctica clínica la clasificación se suele basar en el análisis por 




se identifican los tres subtipos principales del cáncer de mama (luminal A, luminal 
B y HER2). El resto de tumores se han clasificado en un único grupo que se 
caracteriza por la pérdida de expresión (o mínima expresión) de ER, PR y HER2, de 
ahí que se les haya denominado como tumores de cáncer de mama triple negativo 
(TNBC, triple negative breast cancer). El TNBC corresponde al 15% de todos los 
cánceres de mama diagnosticados, pero es responsable del alto índice de 
mortalidad de esta enfermedad. Se caracteriza por una evolución clínica agresiva y 
mal pronóstico. La mayoría son carcinomas ductales de alto grado histológico, 
elevada proliferación y necrosis, con características semejantes a tumores 
metastásicos y medulares. Actualmente, la quimioterapia es la única modalidad de 
tratamiento disponible para los tumores basal-like y TNBC, al ser resistentes a las 
terapias dirigidas contra ER, PR y HER2 (Reddy 2011). 
A nivel histológico, la inmensa mayoría de los tumores mamarios son 
adenocarcinomas originados en el tejido glandular. Los tumores en etapas muy 
tempranas de su desarrollo, que no tienen capacidad de invadir tejidos 
circundantes, se denominan carcinomas in situ, que pueden ser ductales o 
lobulares en función de que se originen en los ductos o en los lóbulos mamarios, 
respectivamente. Cuando las células tumorales son capaces de sobrepasar la 
membrana basal, invadiendo el tejido que rodea a los conductos, denominado 
estroma, se origina un carcinoma invasivo o infiltrante. Esta transición, de una 
lesión pre-invasiva in situ a una lesión invasiva, es un paso crítico en la progresión 
de la enfermedad. Si se encuentran células cancerosas en los ganglios linfáticos, 
puede ocurrir que las células se hayan extendido a otras partes del organismo. 
Cuando esto ocurre se denomina cáncer metastásico (MacMillan et al. 2014). Los 
lugares de metástasis más frecuentes son los huesos, los pulmones, el hígado, 




3.3. Opciones terapéuticas 
La biología y el comportamiento del cáncer de mama van a determinar el 
plan de tratamiento, que debe ser completamente personalizado y va a depender 
de varios factores, que incluyen: 
- El subtipo tumoral (niveles de ER, PR y HER2) 
- El estadio del tumor 
- Marcadores genómicos, como Oncotype DX™ 
- Edad del paciente, estado general, condición menopáusica y preferencias 
- Presencia de mutaciones conocidas heredadas, como BRCA1 o BRCA2 
(breast cancer type 2 susceptibility protein; proteína de susceptibilidad al 
cáncer de mama de tipo 2) 
Aunque se personalice el tratamiento, hay varias consideraciones generales 
para el cáncer de mama de estadio temprano y localmente avanzado (Garcia-Saenz 
et al. 2015). En ambos casos se recomienda la cirugía para extirpar el tumor. En el 
caso de tumores grandes o tumores que crecen muy rápido, puede ser 
recomendable el tratamiento sistémico con quimioterapia o terapia hormonal 
antes de la cirugía, lo que se denomina terapia neoadyuvante. Tras la cirugía, se 
suele aplicar un tratamiento sistémico, denominado terapia adyuvante, para 
disminuir el riesgo de recurrencia y eliminar las células cancerígenas que hayan 
podido sobrevivir. Estas terapias incluyen radiación, quimioterapia, terapia 
dirigida y/o terapia hormonal (Del Barco et al. 2013). En el caso de tumores 
inoperables, el tratamiento sistémico es la única opción para disminuir el cáncer 
(Gavila et al. 2015). Para el cáncer recurrente, las opciones de tratamiento 
dependerán de cómo se trató originalmente el cáncer y de sus características (por 




La terapia sistémica se administra por vía oral o intravenosa, de tal forma 
que alcance a las células cancerígenas a través del torrente sanguíneo. Se 
distinguen tres categorías: quimioterapia, terapia hormonal y terapia dirigida. 
3.3.1. Quimioterapia 
Se basa en el uso de fármacos que destruyen las células cancerígenas 
impidiendo que éstas crezcan y se dividan. Se administra en un número específico 
de ciclos durante un determinado período de tiempo. Dentro de los fármacos más 
comunes están: capecitabina (Xeloda®), carboplatino (Paraplatin®), cisplatino 
(Platinol®), ciclofosfamida (Neosar®), docetaxel (Docefrez®, Taxotere®), 
doxorubicina (Adriamycin®), doxorubicina liposomal pegilada (Doxil®), 
epirubicina (Ellence®), fluorouracilo (5-FU, Adrucil®), gemcitabina (Gemzar®), 
metotrexato, paclitaxel (Taxol®), vinorelbina (Navelbine®), eribulina (Halaven®) o 
ixabepilona (Ixempra®). La quimioterapia se puede administrar como monoterapia 
o en combinación, lo que suele ser más efectivo. 
3.3.2. Terapia hormonal 
La terapia hormonal o endocrina es un tratamiento efectivo para la mayoría 
de tumores positivos para ER y/o PR, que usan hormonas para sostener su 
crecimiento. Dentro de este tratamiento se distingue el tamoxifeno, que bloquea 
la unión de estrógenos a las células del cáncer (Early Breast Cancer Trialists' 
Collaborative 2005), y los inhibidores de la aromatasa, que bloquean la enzima 
encargada de transformar los andrógenos en estrógenos cuando los ovarios han 
dejado de producir estrógenos durante la menopausia (Lin y Winer 2008). 
3.3.3. Terapia dirigida 
Consisten en tratamientos dirigidos contra proteínas específicas o 
sobreexpresadas en las células del cáncer, o contra el microambiente que 
contribuye al crecimiento y supervivencia del tumor, limitando el daño a las 
células sanas. En el caso del cáncer de mama, estas terapias se usan en el subtipo 




pertuzumab (Perjeta®), el ADC trastuzumab-emtansina (Kadcyla®), las moléculas 
pequeñas neratinib (Nerlynx®) y lapatinib (Tykerb®), y los inhibidores de las 
quinasas dependientes de ciclinas (CDK, cyclin-dependent kinase) CDK4 y CDK6 
palbociclib (Ibrance®), ribociclib (Kisqali®) y abemaciclib (Verzenio™). 
4. CÁNCER DE OVARIO 
4.1. Epidemiología 
El cáncer epitelial de ovario es la segunda neoplasia del aparato genital 
femenino en frecuencia, tras el cáncer de endometrio. Sin embargo es la principal 
causa de mortalidad por cáncer ginecológico y la cuarta causa de muerte por 
cáncer en mujeres, tras el cáncer de pulmón, mama y colon (Yap et al. 2009). En 
España se diagnostican unos 3.300 casos anuales, lo que representa el 5,1% de los 
cánceres entre las mujeres. La elevada mortalidad del cáncer de ovario se explica 
por dos razones: la ausencia de síntomas específicos al inicio, lo que motiva que la 
mayoría de pacientes se presenten con enfermedad diseminada en el momento del 
diagnóstico (que es más difícil de curar), y la ausencia de métodos de detección 
precoz que sean eficaces y estén validados. La media de supervivencia a 5 años 
para pacientes con cáncer de ovario es del 46%, la mitad que en el caso de cáncer 
de mama. Este porcentaje es ligeramente superior (del 56%) para mujeres 
menores de 65 años e inferior (del 28%) para mujeres que sobrepasan esa edad. 
Como es habitual, cuando el cáncer está localizado la tasa de supervivencia es 
elevada, aproximadamente del 90%; por el contrario, si el cáncer se ha diseminado 
a partes distantes del cuerpo, la tasa de supervivencia se reduce al 30% (Galceran 
et al. 2017). 
Existen diferencias geográficas en la incidencia de esta enfermedad, siendo 
más frecuente en países industrializados. También se da con más frecuencia en las 





Aunque su clasificación es compleja, los dos tipos más importantes de cáncer 
de ovario son los tumores epiteliales (90% de los casos) y los tumores de células 
germinales (10% de los casos) (Meinhold-Heerlein et al. 2016). 
4.2.1. Tumores epiteliales  
Tumores serosos. Son los cánceres más frecuentes de ovario. Suelen tener 
un tamaño medio de 15 cm en el momento del diagnóstico y en la mayoría de las 
ocasiones son bilaterales. En función de sus características histopatológicas se 
distinguen tumores de alto grado y de bajo grado. 
Tumores mucinosos. Representan el 15% de los tumores malignos de 
ovario. Aparecen en mujeres jóvenes, generalmente se diagnostican en estadios 
precoces y tienen mejor pronóstico que los serosos. Su nombre deriva de que 
producen mucina, que se extiende por toda la cavidad peritoneal. 
Tumores endometrioides. Representan el 15-25% de los cánceres ováricos. 
Tienen un aspecto sólido y oscuro, y en la mitad de los casos son bilaterales. 
Tumores de células claras. Representan el 5% de los cánceres de ovario. 
Son bilaterales en el 20-40% de los casos. 
Tumores borderline o límite. Se denomina así cualquiera de los tumores 
anteriores cuando presenta una baja malignidad. Su característica principal es que 
no invaden la profundidad del ovario. Suelen presentarse en mujeres jóvenes y 
progresan lentamente. Su pronóstico es favorable en la mayoría de los casos.  
4.2.2. Tumores germinales 
Los tumores de células germinativas del ovario son poco comunes, pero de 
crecimiento rápido y se observan con mayor frecuencia en mujeres jóvenes o en 
adolescentes. Estos tumores son con frecuencia unilaterales y generalmente 
curables si se detectan y se tratan en fases tempranas. Son muy sensibles a la 




los tumores epiteliales. Las variedades más frecuentes son los teratomas y los 
disgerminomas. 
4.3. Opciones terapéuticas 
Las opciones y recomendaciones de tratamientos van a dependen de varios 
factores, como el tipo y estadio del cáncer, los efectos secundarios posibles, las 
preferencias de la paciente y su estado de salud general, o bien consideraciones 
personales de la mujer, como su edad y si planea tener hijos en el futuro. 
4.3.1. Cirugía 
La cirugía habitualmente es un tratamiento importante para el cáncer de 
ovario, no solo a nivel terapéutico sino también para determinar el alcance de la 
enfermedad y estadificarla de manera precisa, ya que con las pruebas de imagen 
no se logra este objetivo. Existen varias opciones quirúrgicas para el cáncer de 
ovario, que van a estar determinadas por el estadio del tumor (Santaballa et al. 
2016). En tumores localizados o en estadios más tempranos se puede llevar a cabo 
la extirpación de los ovarios y las trompas de Falopio (salpingo-ooforectomía), 
del útero (histerectomía), de los ganglios linfáticos de la pelvis 
(linfadenectomía) o del tejido delgado que recubre el estómago y el intestino 
grueso (omentectomía). En mujeres con cáncer de ovario metastásico se lleva a 
cabo una cirugía citorreductora, cuyo objetivo es eliminar la mayor cantidad de 
tumor que sea posible de manera segura. Este proceso puede ayudar a reducir los 
síntomas, así como a aumentar la efectividad de otros tratamientos, como la 
quimioterapia administrada después de la cirugía. 
4.3.2. Quimioterapia 
La quimioterapia es la opción de tratamiento más frecuente en pacientes de 
cáncer de ovario y se administra en diversos momentos de la enfermedad 




Quimioterapia adyuvante: Se administra después de la cirugía y 
generalmente consiste en carboplatino (Paraplatin®) con paclitaxel (Taxol®) o 
docetaxel (Docefrez®, Taxotere®). 
Quimioterapia neoadyuvante. Se administra antes de la cirugía con el 
objetivo de reducir el tamaño del tumor antes de la intervención. Es similar a la 
quimioterapia adyuvante. 
Quimioterapia de mantenimiento. Se realiza para aumentar el tiempo 
hasta la recurrencia del cáncer o bien reducir el riesgo de esta. 
Quimioterapia de recurrencia. Se administra para tratar el cáncer que ha 
regresado, con el objetivo principal de reducir o evitar los síntomas de la 
enfermedad, minimizando los efectos secundarios. En la enfermedad recurrente, el 
tratamiento se categoriza en función del momento en el que se usó por última vez 
un tratamiento a base de platino: en la enfermedad sensible a platinos (cuando el 
cáncer regresa después de 6 meses tras la quimioterapia con platino), las pacientes 
podrían beneficiarse de nuevo del tratamiento con carboplatino en combinación 
con doxorrubicina liposomal (Doxil®), paclitaxel (Taxol®) o gemcitabina 
(Gemzar®); en la enfermedad resistente a platinos (cuando el cáncer regresa antes 
de 6 meses tras la quimioterapia con platino), las opciones de quimioterapia 
pueden incluir doxorrubicina liposomal (Doxil®), paclitaxel (Taxol®), docetaxel 
(Taxotere®), nab-paclitaxel (Abraxane®), gemcitabina (Gemzar®), etoposido 
(Toposar®, VePesid®), pemetrexed (Alimta®), ciclofosfamida (Cytoxan®), 
topotecán (Hycamtin®), vinorelbina (Navelbine®) o irinotecán (Camptosar®), 
generalmente en monoterapia. 
4.3.3. Terapia dirigida 
Actualmente, los tratamientos dirigidos no suelen ser la primera opción en 
cáncer de ovario, ya que muchos se encuentran ahora en ensayos clínicos. Sin 




pacientes pueden sugerir su adecuación a participar en uno de estos ensayos con 
una terapia dirigida específica. 
4.3.3.1. Inhibidores de la angiogénesis 
Estos fármacos bloquean la acción del factor de crecimiento de endotelio 
vascular (VEGF, vascular endothelial growth factor), responsable de promover la 
angiogénesis o formación de nuevos vasos sanguíneos. De esta forma, el tumor no 
recibe los nutrientes necesarios para crecer y diseminarse. Bevacizumab 
(Avastin®), un anticuerpo contra VEGF-A, ha demostrado ser efectivo para el 
cáncer de ovario, donde se usa en combinación con quimioterapia en pacientes con 
recurrencia resistente a los medicamentos a base de platino (Burger et al. 2011). 
4.3.3.2. Inhibidores de PARP 
Los inhibidores de la poli-ADP-ribosa-polimerasa (PARP, poly-ADP ribose 
polymerase) actúan sobre la reparación del DNA en las células cancerosas, 
dificultando la replicación. Las proteínas BRCA1 y BRCA2 están involucradas en la 
reparación de roturas de doble cadena del DNA, mientras que PARP está implicado 
en la reparación de roturas de una sola hebra. Los fármacos que inhiben PARP en 
los tumores con BRCA1 o BRCA2 mutados provocan que las roturas de doble 
cadena del DNA no se puede reparar de manera eficiente, lo que lleva a la muerte 
de las células. La FDA aprobó el inhibidor de PARP olaparib (Lynparza®) para 
cáncer de ovario recurrente en pacientes que tienen una mutación de BRCA 
hereditaria y que han recibido 3 o más líneas de quimioterapia (Llort et al. 2015). 
4.3.3.3. Vía de MAPK 
El carcinoma seroso de bajo grado presenta con frecuencia mutaciones en 
BRAF y KRAS, por lo que se está evaluando el uso de inhibidores de MEK en este 
tipo de tumores. Los primeros ensayos clínicos han dado buenos resultados 





4.3.3.4. Vía de PI3K/AKT 
La activación de la vía de PI3K mediante mutaciones en PI3KCA, AKT o 
inactivación de PTEN se ha observado en hasta un 30% de los carcinomas de 
ovario endometroides y de células claras (Mabuchi et al. 2015). Aunque no está 
claro si estas aberraciones en la vía resultan críticas en el crecimiento del tumor, sí 
que se ha sugerido que la modulación de esta ruta puede revertir la resistencia a 
quimioterapia en cáncer de ovario (Carden et al. 2012). 
4.3.3.5. Receptores ERBB 
La expresión del EGFR es frecuente hasta en un 60% de los tumores de 
ovario (Bartlett et al. 1996) y, de hecho, los agentes contra este receptor han 
demostrado actividad antitumoral en modelos preclínicos (Ciardiello et al. 2000). 
Sin embargo, los resultados clínicos del uso de fármacos dirigidos contra EGFR en 
cáncer de ovario no han dado buenos resultados (Yap et al. 2009). De manera 
similar, la terapia anti-HER2, tanto con trastuzumab como con pertuzumab, no ha 
supuesto un beneficio clínico en casos no seleccionados de carcinoma de ovario 
(Bookman et al. 2003, Gordon et al. 2006). En este sentido, la selección apropiada 
de las pacientes podría predecir la sensibilidad a fármacos contra HER2. Aquellas 
pacientes con activación de HER2, valorado por fosforilación, o con sobreexpresión 
o amplificación del receptor (como ocurre en un 18% de los carcinomas de ovario 
mucinosos) podrían beneficiarse de estos tratamientos. 
Por otro lado, las terapias contra HER3 podrían resultar prometedoras. En 
estudios preclínicos se demostró que el tratamiento con un anticuerpo contra 
HER3 reducía el crecimiento tumoral en ratones con xenoinjertos de células de 
cáncer de ovario humanas (Sheng et al. 2010). También se ha descrito que HER3 
tiene un papel relevante en la dispersión hematógena del cáncer de ovario 





Con la inmunoterapia se busca estimular o reforzar la capacidad del sistema 
inmunitario para destruir las células cancerosas. Ejemplos de estos fármacos son 
los anticuerpos monoclonales contra PD-1 (programmed death 1) y PD-L1 
(programmed death-ligand 1). PD-1 se expresa en la superficie de células T 
activadas, células B y macrófagos. Cuando PD-1 se une a su ligando, que se expresa 
en un amplio rango de tumores (Zou y Chen 2008), regula negativamente las 
señales de los receptores de células T. Basado en esta idea de que la señalización 
PD-L1/PD-1 atenúa la inmunidad tumoral local, los agentes que bloquean dichas 
señales se han denominado inhibidores de puntos de control del sistema inmune y 
ya han demostrado su eficacia en otros tipos de cáncer, como el melanoma y el 
cáncer de pulmón (Topalian et al. 2012). Los estudios preclínicos y ensayos 
clínicos apuntan a que esta terapia puede ser efectiva en cáncer de ovario, 
especialmente en combinación con terapias más convencionales como la 
quimioterapia (Mandai et al. 2016). 
Por otro lado, el tratamiento con “células T adoptivas”, basado en la 
transfusión de células T del propio paciente, ha demostrado buenos resultados en 
cáncer de ovario (Fujita et al. 1995). Una variante de esta terapia es la basada en 
CAR-T (chimeric antigen receptor-modified T) cells, es decir, células T del paciente 
reprogramadas mediante tecnología de transferencia génica para dirigir su 
potencial citotóxico contra las células del cáncer (Zhu et al. 2017). En el caso del 
carcinoma de ovario, los ensayos clínicos con CAR-T cells dirigidas contra MUC16, 
una proteína ampliamente expresada en este tipo de tumores, sugieren que las 




5. CÁNCER DE RIÑÓN 
5.1. Epidemiología 
El cáncer de riñón, o carcinoma de células renales, se encuentra entre los diez 
cánceres más comunes tanto en hombres como en mujeres, considerándose 
responsable de un 2-3% de todos los tumores malignos en el adulto. El riesgo de 
padecer carcinoma renal durante la vida es aproximadamente del 1,6%, siendo 
casi dos veces más frecuente en hombres que en mujeres, y más común en 
afroamericanos que en raza caucásica. La mayoría de los casos se diagnostican en 
personas mayores de 45 años, con una edad promedio en el momento del 
diagnóstico de 64 años (Ferlay et al. 2015). 
En España, según el informe de la SEOM, la incidencia fue de 6.474 casos en 
2012 (4.346 en hombres y 2.128 en mujeres) y la mortalidad, de 2.295 personas 
(1.531 hombres y 764 mujeres). 
5.2. Clasificación 
La clasificación de los tumores de riñón es bastante compleja y ha sufrido 
múltiples cambios en la última década. Los diferentes subtipos se determinan en 
función de las características citoplasmáticas de los tumores, su arquitectura, la 
localización anatómica, la correlación con una enfermedad renal específica, la 
presencia de alteraciones moleculares o la predisposición familiar (Moch et al. 
2016). A continuación se describe una clasificación clásica de los tumores de riñón, 
en la que se excluyen los tumores raros que se dan solo de manera esporádica 
(Srigley et al. 2013). 
5.2.1. Carcinoma de células renales 
El carcinoma de células renales, también conocido como cáncer o 




representando un 85% de todos los tumores renales malignos. Se origina en la 
corteza renal y se puede clasificar en varios subtipos: 
Carcinoma de células claras o ccRCC (clear cell renal cell carcinoma). Es 
el más frecuente, representando un 80% de los casos. Las células claras pueden 
tener un crecimiento que varía de lento (grado 1) hasta rápido (grado 4). En este 
tipo de cáncer renal se han validado los resultados de la terapia dirigida y la 
inmunoterapia. 
Carcinoma papilar. Representa el 15% de los casos. Se divide a su vez en 
dos subclases: tipo 1 y tipo 2 (este último de comportamiento más agresivo). Se 
tratan de la misma manera que el carcinoma de riñón de células claras. 
Carcinoma cromófobo y oncocitoma. Representa el 5% de los casos. Tiene 
un crecimiento muy lento y rara vez se disemina. 
Carcinoma de los conductos colectores. Son tumores muy infrecuentes, 
representando menos del 1% de los casos. Se comporta de modo similar al 
carcinoma de células transicionales de vejiga y vías urinarias. 
Variante sarcomatoide. Puede coexistir con cualquiera de los subtipos 
anteriores y conlleva un comportamiento más agresivo del tumor por su 
crecimiento más rápido. 
5.2.2. Carcinoma de células transicionales 
También se conoce como carcinoma urotelial. Representa alrededor del 5-
10% de los cánceres de riñón. Se trata de un tipo histológico que no se origina en la 
corteza del riñón, sino en el revestimiento de la pelvis renal. Este tipo de tumores 
tiene un comportamiento y tratamiento diferentes, más similar al cáncer de vejiga 
y de las vías urinarias. 
5.2.3. Nefroblastoma o tumor de Wilms 
Se trata de un tipo poco frecuente de cáncer renal que se presenta 




5.3. Opciones terapéuticas 
A la hora de planificar el tratamiento del cáncer de riñón, determinar el 
estadio de la enfermedad resulta crucial. Según la clasificación TNM se establecen 
4 estadios, cuyas características se describen en la figura 5. 
 
Figura 5. Estadificación del carcinoma renal de acuerdo al sistema TNM. 
Hay distintos tipos de tratamiento disponibles para los pacientes con cáncer 
de células renales, que varían en función del estadio de la enfermedad (Gallardo et 
al. 2017). Cuando la enfermedad se presenta localizada en el riñón (estadios I, II y 
III), la cirugía puede ser potencialmente curativa. La intervención quirúrgica puede 
ser una nefrectomía parcial (se extrae el tumor y parte del tejido que lo rodea con 




extrae el riñón, la glándula suprarrenal, el tejido circundante y, por lo general, 
algunos ganglios linfáticos cercanos). Cuando no es posible operar para extraer el 
tumor, se puede usar como tratamiento la embolización arterial para reducirlo, o 
también la crioablación y la ablación por radiofrecuencia. 
Para pacientes con cáncer renal avanzado (estadio IV), la opción de cirugía 
tiene como objetivo reducir el mayor volumen de masa tumoral posible (cirugía 
citorreductiva) y se suele emplear junto con un tratamiento sistémico, ya sea 
inmunoterapia o terapia dirigida. Cabe destacar que, en general, el cáncer de 
células renales, a diferencia de otro tipo de tumores, es resistente a la 
quimioterapia (Hartmann y Bokemeyer 1999). Por lo tanto, son necesarias otras 
estrategias terapéuticas. 
5.3.1. Inmunoterapia 
En el carcinoma renal se emplean dos citoquinas: Interleucina 2 (IL-2), o 
Proleukin®, e Interferón alfa (IFNα). El primero es el fármaco que ha demostrado 
mayor eficacia; antes se usaba en primera línea pero, debido a los graves efectos 
secundarios, actualmente solo se usa en pacientes saludables o que no responden a 
las terapias dirigidas. El IFNα tiene menos efectos secundarios que la IL-2, pero 
también resulta menos eficaz. Hoy en día, el uso en la clínica de estas citoquinas ha 
disminuido considerablemente debido a la aparición de nuevos tratamientos 
dirigidos que han demostrado mayor eficacia clínica y mejor perfil de tolerancia. 
Un ejemplo de estos nuevos agentes inmunoterápicos es nivolumab (Opdivo®), un 
anticuerpo monoclonal dirigido contra PD-1 que está mostrando muy buenos 
resultados (Geynisman 2015). 
5.3.2. Terapia dirigida 
La terapia dirigida utiliza fármacos y otras sustancias que pueden identificar 
y eliminar células cancerosas sin dañar las células normales. Cabe destacar que 
estos fármacos pueden producir remisión de la enfermedad o bien impedir la 




Para el cáncer avanzado de células renales, la terapia antiangiogénica es el 
tratamiento de preferencia. Actúa inhibiendo receptores críticos de los vasos 
sanguíneos desarrollados en el propio tumor, impidiendo así la formación de 
nuevos vasos; el resultado es que el tumor deja de crecer o reduce su tamaño. 
Entre los fármacos antiangiogénicos, los mejores resultados se han conseguido con 
Sunitinib, Pazopanib, Bevacizumab, Sorafenib, Axitinib y Tivozanib. Por otro lado, 
se emplean los denominados inhibidores de la vía mTOR, una vía que tiene un 
papel fundamental en el metabolismo, crecimiento y proliferación de la célula 
tumoral. Actualmente se dispone de dos fármacos de este tipo: Temsirolimus y 
Everolimus. 
Las opciones que han demostrado eficacia en primera línea o en el 
tratamiento de entrada para la enfermedad avanzada serían: Sunitinib, Pazopanib, 
Bevacizumab-Interferón o Temsirolimus en pacientes con criterios de mal 
pronóstico. En segunda línea o tras fallo al tratamiento de entrada: Nivolumab, 





El sistema de receptores ERBB y sus ligandos juega un papel primordial en la 
señalización celular, por lo que su desregulación tiene una fuerte implicación en la 
aparición de patologías, como la oncogénesis. Por ello, estas proteínas constituyen 
importantes dianas terapéuticas, cuya inhibición ha demostrado ser una estrategia 
poderosa a la hora de manejar distintos tipos de cáncer. Un ejemplo que ha 
marcado un punto de inflexión en el tratamiento de las pacientes con cáncer de 
mama HER2+ es trastuzumab y, más recientemente, trastuzumab-emtansina o T-
DM1. Este último consiste en un anticuerpo conjugado a fármaco, una clase 
moléculas complejas que utilizan la alta especificidad de los anticuerpos para 
dirigir agentes citotóxicos muy potentes a células tumorales, y que se presentan 
como una estrategia muy prometedora para múltiples tipos de cáncer. 
Sin embargo, existen limitaciones en estos tratamientos. Por un lado, en 
patologías en las que el uso de terapias dirigidas está ampliamente extendido, 
como es el caso de cáncer de mama HER2+, con frecuencia surgen resistencias al 
tratamiento. Por otro lado, existen patologías en las que el uso de terapias dirigidas 
aún no está tan arraigado, debido en parte a la falta de dianas terapéuticas 
adecuadas contra las que dirigir un ADC. Algunos ejemplos son el carcinoma de 
ovario o el carcinoma renal de células claras avanzado que, a pesar de los 
progresos en cirugía y tratamiento, siguen siendo enfermedades incurables. 
OBJETIVOS 
Considerando estos precedentes, nos planteamos los siguientes objetivos: 
I. Describir el mecanismo que conduce a la adquisición de resistencia a T-
DM1 en modelos celulares de cáncer de mama HER2+. 
II. Evaluar el potencial terapéutico de T-DM1 en cáncer de ovario HER2+. 
III. Identificar dianas terapéuticas contra las que dirigir un ADC en carcinoma 
renal de células claras. 
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1. REACTIVOS Y ANTICUERPOS 
1.1. Reactivos 
Los medios de cultivo, el suero bovino fetal (FBS, fetal bovine serum), la 
tripsina-EDTA y los antibióticos (penicilina/estreptomicina) se obtuvieron de 
Invitrogen (Carlsbad, California, Estados Unidos). El material de plástico estéril 
para cultivos celulares fue comprado a BD Biosciences (Franklin Lakes, Nueva 
Jersey, Estados Unidos) y Corning Inc. (Corning, Nueva York, Estados Unidos). 
Los fármacos e inhibidores utilizados en los experimentos in vitro e in vivo 
fueron: T-DM1 y trastuzumab, ambos de Hoffmann-La Roche (Basilea, Suiza) 
adquiridos a través de una farmacia local o donados por Genentech (South San 
Francisco, California, Estados Unidos); erlotinib, de Hoffmann-La Roche, y gefitinib, 
de AstraZeneca (Cambridge, Reino Unido), adquiridos a través de una farmacia 
local; carboplatino y cisplatino, de Pfizer (Nueva York, Nueva York, Estados 
Unidos); docetaxel, de Hospira UK Ltd (Berkshire, Reino Unido); vinorelbina, de 
Pierre Fabre (Barcelona, España); lapatinib y rapamicina, de LC Laboratories 
(Woburn, Massachusetts, Estados Unidos); bafilomicina A1, de Sigma-Aldrich (San 
Luís, Misuri, Estados Unidos); mertansina, de MedChem Express (Monmouth 
Junction, Nueva Jersey, Estados Unidos); y cetuximab, de Merck (Darmstadt, Alemania).  
Los dNTPs (deoxynucleotide triphosphates) fueron comprados a Fermentas 
Life Sciences (Burlington, Canadá). La enzima DNA polimerasa y su tampón de 
reacción fueron obtenidos de Biotools Biotechnological & Medical Laboratories 
(Madrid, España). La enzima MMLV-RT (Moloney murine leukemia virus reverse 
transcriptase) y los oligonucleótidos utilizados en las diferentes PCRs (polymerase 
chain reaction) fueron de Invitrogen. El RNasin RNase Inhibitor fue de Promega 
(Madison, Wisconsin, Estados Unidos). 
El reactivo empleado en las transfecciones celulares fue jetPEI®, de Polyplus 
Transfection (Nueva York, Nueva York, Estados Unidos). Los vectores lentivirales 
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fueron obtenidos de Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, Estados 
Unidos). La puromicina empleada para la selección fue de Sigma-Aldrich. 
La proteína A-Sefarosa® y la GammaBind G-Sefarosa® fueron distribuidos por 
GE Healthcare (Little Chalfont, Reino Unido). Las membranas de PVDF Immobilon® 
fueron compradas a Millipore Corporation (Billerica, Massachusetts, Estados 
Unidos) y las películas de autorradiografía, a Agfa (Mortsel, Bélgica). 
El resto de reactivos generales utilizados en este trabajo fueron adquiridos a 
Sigma-Aldrich, Roche Applied Science (Penzberg, Alemania) o Merck. 
1.2. Anticuerpos 
Los anticuerpos utilizados en este trabajo y su procedencia se especifican en 
las siguientes tablas: tabla 2 (anticuerpos primarios comerciales), tabla 3 
(anticuerpos primarios generados en el laboratorio) y tabla 4 (anticuerpos 
secundarios). Todos los anticuerpos generados en el laboratorio son anticuerpos 
policlonales de conejo y se obtuvieron siguiendo el procedimiento que se indica en 
la sección 1.3. 
Tabla 2. Anticuerpos primarios usados en inmunodetección. 
Aplicación Antígeno Huésped Dilución Referencia 
IP (array) C-ABL Ratón 0,1 µg Santa Cruz #sc-23 
IP (array) CSF-1R Conejo 0,1 µg Santa Cruz #sc-692 
IP (array) EPHA2 Conejo 0,1 µg Santa Cruz #sc-924 
IP (array) FAK Conejo 0,1 µg Santa Cruz #sc-558 
IP (array) FGFR1 Conejo 0,1 µg Santa Cruz #sc-121 
IP (array) FGFR2 Conejo 0,1 µg Santa Cruz #sc-122 
IP (array) FGFR3 Conejo 0,1 µg Santa Cruz #sc-123 
IP (array) FGFR4 Conejo 0,1 µg Santa Cruz #sc-124 
IP (array) FLT3 Conejo 0,1 µg Santa Cruz #sc-479 
IP (array) IGF-1R Conejo 0,1 µg Santa Cruz #sc-713 
IP (array) C-MET Conejo 0,1 µg Santa Cruz #sc-161 
IP (array) PDGFRα Conejo 0,1 µg Santa Cruz #sc-338 
IP (array) PDGFRβ Conejo 0,1 µg Santa Cruz #sc-339 
IP (array) RET1 Conejo 0,1 µg Santa Cruz #sc-167 
IP (array) RET2 Conejo 0,1 µg Santa Cruz #sc-1290 
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IP (array) SRC Conejo 0,1 µg Santa Cruz #sc-8056 
IP (array) C-KIT Ratón 0,1 µg BD #555713 
IP (array) DTK Ratón 0,1 µg R&D #MAB859 
IP (array) VEGFR1 Ratón 0,1 µg R&D #MAB321 
IP (array) VEGFR2 Ratón 0,1 µg R&D #3572 
IP (array) VEGFR3 Ratón 0,1 µg R&D #MAB3491 
WB Ciclina B1 Ratón 1:2.500 Santa Cruz #sc-245 
WB Ciclina E Conejo 1:1.000 Santa Cruz #sc-198 
WB WEE1 Conejo 1:1.000 Santa Cruz #sc-9037 
WB P27 Conejo 1:1.000 Santa Cruz #sc-1641 
WB CDK2 Conejo 1:5.000 Santa Cruz #sc-163 
WB CDK4 Conejo 1:5.000 Santa Cruz #sc-260 
WB GAPDH Conejo 1:20.000 Santa Cruz #sc-25778 
WB GAPDH Ratón 1:10.000 Santa Cruz #sc-166574 
WB Fosfo-Y99-HRP Ratón 1:5.000 BD #610012 
WB Fosfo-Tyr Ratón 1:10.000 Santa Cruz #sc-7020 
WB Fosfo-Histona H3 Conejo 1:10.000 Millipore #06-570 
WB Fosfo-CDK1 (Y15) Conejo 1:1.000 Cell signaling #9111 
WB Fosfo-RB (S780) Conejo 1:10.000 Cell signaling #3590 
WB Fosfo-RBP1 Conejo 1:10.000 Cell signaling #4735 
WB Fosfo-RB (S807/811) Conejo 1:10.000 Cell signaling #9308 
WB LC3 Conejo 1:5.000 Cell Signaling #3868 
WB Fosfo-S6 Conejo 1:10.000 Cell Signaling #2215 
WB P62 Ratón 1:2.500 BD #610832 
WB BUBR1 Ratón 1:3500 BD #612503 
WB Caspasa 3 Ratón 1:5.000 BD #610323 
WB Caspasa 3 procesada Conejo 1:10.000 BD #9664 
WB Calnexina Conejo 1:40.000 Stressgen #SPA-860 
WB/IF HER2 (Ab3) Ratón 1:10.000/40 Calbiochem #OP15 
IP EGFR (528) Ratón 1 µg Santa Cruz #sc-120 
IP TGFα Cabra 1 µg R&D #AF-239-NA 
IP/IF HER2 (4D5) Humano 1 µg/10 nM Cedido (MX Sliwkowsky) 
IF Nucleoporina p62 Ratón 1:200 BD #610498 
IF Tubulina β Ratón 1:300 Sigma-Aldrich #T4026 
IF LAMP1 Conejo 1:100 Cell Signaling #9091 
IF HER2 
(T-DM1-Cy3) 
Humano 10 nM Acoplado en laboratorio 
IF HER2 
(T-DM1-Alexa488) 
Humano 10 nM Acoplado en laboratorio 
IF HER2 
(Trastuzumab-Cy3) 
Humano 10 nM Acoplado en laboratorio 
IP: Inmunoprecipitación; WB: Western blot; IF: Inmunofluorescencia. 
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Tabla 3. Anticuerpos primarios producidos en el laboratorio. 
Aplicación Antígeno Epítopo Dilución Referencia 
WB EGFR humano Conejo 1:2.000 
(Sanchez-Martin y 
Pandiella 2012) 
IP/WB HER3 humano Conejo 1 µg/1:5.000 
(Sanchez-Martin y 
Pandiella 2012) 
IP/WB HER4 humano  Conejo 1 µg/1:2.500 
(Sanchez-Martin y 
Pandiella 2012) 
IP/WB TGFα de rata Conejo 1 µg/1:5.000 
(Pandiella y Massague 
1991) 
IP/WB DM1 Conejo 1 µg/1:10.000  
IP/IF TGFα humano Conejo 1 µg/1:5.000  









Conejo - IgG (H+L) 1:20.000 Bio-Rad #170-6515 
HRP 
(WB) 
Ratón – IgG (H+L) 1:10.000 Amersham #NA931 
DyLight®680 
(WB Odyssey®) 










Ratón – IgG (H+L) 1:100 Amersham #PA42002 
CyTM2 
(IF) 















Humano - IgG (H+L) 1:800 
Jackson IR 
#109-165-003 
IgG: Inmunoglobulina G; H: Cadena pesada de la Ig; L: Cadena ligera de la Ig. 
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1.3. Producción de anticuerpos 
1.3.1. Acoplamiento de los péptidos 
1.3.1.1. TGFα 
Para producir sueros enriquecidos en anticuerpos policlonales contra el 
factor de crecimiento humano recombinante TGFα (ProSpec, Ness-Ziona, Israel), se 
inmunizaron hembras de conejos de la raza New Zealand, distribuidos por la 
Granja San Bernardo (Tulebras, España), con TGFα acoplado a hemocianina de 
lapa (KLH, Keyhole Limpet Hemocyanin; Calbiochem, Darmstatdt, Alemania). El 
manejo y mantenimiento de los animales de experimentación se llevó a cabo de 
acuerdo con la legislación europea y española (Directiva 2010/63/UE y Ley 
6/2013, respectivamente) relativa a la protección y cuidado de los animales, en su 
explotación, transporte, experimentación y sacrificio, tras la aprobación del comité 
institucional. Se siguió el procedimiento descrito por Sambrook (Sambrook et al. 
1987), que se resume a continuación. A 1 ml de KLH diluida en PBS (Phosphate-
Buffered Saline; tampón fosfato salino) (pH 6) a una concentración final de 10 
mg/ml se le añadieron 50 μl de dimetilsulfóxido (DMSO, dimethyl sulfoxide; Merck) 
que contenían 1,5 mg de MBS (3-maleimidobenzoic acid N-hydroxysuccinimide 
ester, éster de N-hidroxisuccinimida del ácido m-maleibenzoico; Sigma-Aldrich). Se 
agitó esta mezcla durante 30 minutos y se pasó por una columna de Sephadex G-25 
para obtener las fracciones que contenían KLH conjugada a MBS, lo cual se 
determinó midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 280 nm en un 
espectrofotómetro modelo SmartSpec™Plus (Bio-Rad Laboratories; Hercules, 
California, Estados Unidos). En paralelo, se disolvió 1 mg de TGFα recombinante 
humano en 100 μl de H2O milliQ estéril y se mezcló con la solución de KLH-MBS, 
manteniéndola en agitación moderada durante 1 hora a temperatura ambiente 
para promover su acoplamiento. 
  




La producción de sueros enriquecidos en anticuerpos policlonales contra el 
fármaco mertansina (DM1) se realizó siguiendo el mismo procedimiento que para 
TGFα, con la diferencia de que el DM1 (1mg) se disolvió en 200 μl de H2O milliQ 
estéril y 200 μl de DMSO, añadidos en fracciones de 100 μl, hasta obtener una 
disolución homogénea.  
1.3.2. Inoculación y obtención de antisueros 
1.3.2.1. TGFα 
Para la primera inoculación se mezcló la solución de KLH-MBS-TGFα 
(conteniendo unos 200 µg de TGFα) con un volumen equivalente de adyuvante 
completo de Freund (Pierce, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos), añadido en 
fracciones de 100 μl, mientras se agitaba vigorosamente. Se llevó a cabo la 
sonicación de la suspensión hasta conseguir una emulsión estable, con un 
sonicador Vibra-Cell™ (Sonics&Materials Inc.; Newtown, Connecticut, Estados 
Unidos) a una potencia máxima de 500 vatios. Tras su completa emulsión, la 
mezcla se inyectó en los conejos siguiendo un protocolo de inmunización 
intradérmica, para lo que se repartió la dosis de antígeno en varios puntos dorsales 
(aproximadamente 0,1 ml por punto). A los 21 días de la primera inoculación, se 
administró una dosis de recuerdo de 200 µg de TGFα con adyuvante incompleto de 
Freund (Sigma-Aldrich) que se emulsionó de la misma manera y se inyectó de 
forma subcutánea en las axilas de las patas delanteras del animal. La extracción de 
sangre se realizó mediante canulación de la arteria central de la oreja 10 días 
después de la dosis de recuerdo y, a partir de ese momento, cada 15 días. Tras la 
retracción del coágulo, el suero se clarificó mediante centrifugación a 3000g y el 
suero se conservó a -20°C hasta su purificación por cromatografía de afinidad. 
  




La inoculación del antígeno en el conejo se realizó siguiendo el mismo 
procedimiento que para TGFα, pero utilizando una cantidad mayor de DM1 (250 
µg de DM1 tanto para la primera inoculación como para la dosis de recuerdo). 
1.3.3. Purificación de anticuerpos por cromatografía de afinidad 
Para preparar las columnas de cromatografía, se utilizó una matriz de 
Sefarosa® CL-4B activada con bromuro de cianógeno (CNBr, cyanogen bromide; GE 
Healthcare), que se incubó con 1 mM HCl durante 15 minutos, siguiendo las 
indicaciones del fabricante. Transcurrido este tiempo, se equilibraron con tampón 
de acoplamiento (0,5 M NaCl; 0,1 M NaOH; pH 8,2) y se añadió el antígeno 
correspondiente acoplado a MBS-BSA (bovine serum albumin; albúmina sérica 
bovina), siguiendo el mismo protocolo de acoplamiento del apartado 1.3.1. Tras 
una incubación a 4°C durante toda la noche en agitación, se lavaron nuevamente 
con tampón de acoplamiento y se bloquearon los sitios de unión libres de la resina 
con 0,1 M Tris pH 8 durante 2 horas. A continuación se realizaron tres ciclos de 
cambio de pH, haciendo pasar alternativamente tampón A (0,1 M acetato; 0,5 M 
NaCl; pH 4) y tampón B (0,1 M Tris; 0,5 M NaCl; pH 8). Finalmente, se lavaron las 
columnas con PBS y se preservaron en el mismo tampón suplementado con 0,05% 
de azida sódica, para evitar su contaminación, hasta su uso. 
Para purificar los anticuerpos, se incubó el antisuero con la columna durante 
2 horas a temperatura ambiente, o toda la noche a 4°C, en agitación. A 
continuación, se lavó repetidamente con tampón de lavado (10 mM Tris; 0,5 M 
NaCl; pH 8) hasta que la absorbancia a 280 nm fue inferior a 0,01. En ese momento 
se comenzó la elución del anticuerpo unido a la columna añadiendo glicina 0,1 M a 
pH 2,6. Las fracciones recogidas, de un 1 ml cada una, se neutralizaron con 150 μl 
de 1 M Tris-HCl a pH 8. Para comprobar la presencia de anticuerpos, se midió la 
absorbancia de cada fracción a 280 nm y se juntaron las fracciones con mayor 
absorbancia. Estas fracciones se concentraron usando un filtro Amicon® Ultra-4 de 
100K (Millipore). Una vez purificados los anticuerpos, se validaron para IP y WB. 
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1.4. Conjugación de anticuerpos a SMCC-DM1 
Para generar anticuerpos conjugados a fármacos contra varios antígenos de 
interés, se acoplaron 2 mg de cetuximab, 1 mg de trastuzumab y 1 mg de anti-
hTGFα a SMCC-DM1 mediante el reactivo SET0101, de Levena Biopharma (San 
Diego, California, Estados Unidos). Este kit contiene 200 nmol de un linker-toxina, 
en este caso SMCC-DM1, que permite acoplar hasta 5 mg de anticuerpo. El linker 
SMCC (succinimidyl 4-(N-maleimidomethyl) cyclohexane-1-carboxylate; succinimidil 
4- (N-maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato) es no procesable y contiene un 
grupo N-hidroxisuccinimida (NHS éster) que reacciona con los grupos amino 
presentes en las cadenas laterales de residuos de aminoácidos de lisina del 
anticuerpo, generando enlaces amida estables. Para asegurar que no había grupos 
amino, que competirían con el anticuerpo por la unión al linker dificultando la 
conjugación, se cambió el tampón en el que estaban disueltos los anticuerpos por 
coupling buffer 1 (50 mM KH2PO4; 50 mM NaCl; 2 mM EDTA; pH 6,5), utilizando un 
filtro Amicon® Ultra-0.5 de 100K (Millipore). A continuación, se midió la 
concentración de anticuerpo en un NanoDropTM (Thermo Fisher Scientific) y se 
ajustó a 10-20 mg/ml. Se disolvió el reactivo SET0101 en dimetilacetamida (DMA, 
dimethylacetamide) a una concentración de 10 mM y se incubó un equivalente de 7 
molar de reactivo con las soluciones de anticuerpo. Se añadió DMA extra a la solución 
de conjugación hasta obtener un volumen final de DMA de 10% v/v. Se mezcló 
brevemente la reacción y se incubó toda la noche a temperatura ambiente. Una vez 
transcurrido el acoplamiento, se añadió 1 ml de conjugation buffer 2 (50 mM succinato 
de sodio; pH 5) y se pasó a un filtro Amicon® Ultra-0.5 de 100K. Se realizaron un 
total de 4 lavados con dicho buffer. Finalmente, se esterilizaron las soluciones de 
ADCs por filtración, con un filtro de nitrocelulosa de baja adsorción de 0,22 μm 
(Millipore) y se cuantificaron en el NanoDropTM. 
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2. CULTIVOS CELULARES 
Las líneas celulares empleadas para el desarrollo de este trabajo son de 
origen humano y se detallan en la tabla 5. 
Tabla 5. Líneas celulares. 
Línea 
celular 
Tejido Medio de cultivo Especie 
BT474 Carcinoma ductal de mama HER2+ DMEM 10% FBS Humano 
HCC1419 Carcinoma ductal de mama HER2+ RPMI 10% FBS Humano 
HCC1569 Carcinoma de mama HER2+ RPMI 10% FBS Humano 
HCC1954 Carcinoma ductal de mama HER2+ RPMI 10% FBS Humano 
SKBR3 Adenocarcinoma de mama HER2+ DMEM 10% FBS Humano 
A2780 Adenocarcinoma de ovario RPMI 10% FBS Humano 
IGROV1 Adenocarcinoma de ovario RPMI 10% FBS Humano 
OVCAR8 Adenocarcinoma de ovario DMEM 10% FBS Humano 
SKOV3 Adenocarcinoma de ovario DMEM 10% FBS Humano 
A498 Carcinoma renal de células claras DMEM 10% FBS Humano 
ACHN Carcinoma renal de células claras DMEM 10% FBS Humano 
Caki2 Carcinoma renal de células claras DMEM 10% FBS Humano 
769P Carcinoma renal de células claras RPMI 10% FBS Humano 
786O Carcinoma renal de células claras RPMI 10% FBS Humano 
CHO Epitelio de ovario DMEM 5% FBS Hámster 
CHO-TGFα* Epitelio de ovario DMEM 5% FBS Hámster 
HEK293T Fibroblasto embrionario de riñón DMEM 5% FBS Humano 
IMIMPC1 Adenocarcinoma de páncreas DMEM 10% FBS Humano 
NP29 Adenocarcinoma de páncreas DMEM 10% FBS Humano 
NP31 Adenocarcinoma de páncreas DMEM 10% FBS Humano 
* Células CHO transfectadas de manera estable con TGFα (Teixido et al. 1990). 
2.1. Condiciones de cultivo 
Las células se cultivaron en placas estériles en un incubador a 37°C en 
atmósfera húmeda al 5% de CO2. Los medios de cultivo utilizado fueron: (i) DMEM 
(Dulbecco´s modified Eagle´s medium), conteniendo 4,5 g/l glucosa, 4 mM L-
glutamina y 5 mM piruvato, y (ii) RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 L-
glutamina, ambos suplementados con 5 o 10% de FBS, 100 U/ml penicilina y 100 
μg/ml estreptomicina. Cuando las líneas alcanzaron un 80-90% de confluencia, se 
procedió a su subcultivo. Para ello, se lavaron con PBS estéril (2,7 mM KCl; 1,5 mM 
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KH2PO4; 137 mM NaCl; 8 mM Na2HPO4) y se incubaron 5 minutos con una solución 
de 0,25% tripsina-EDTA, que se neutralizó con medio de cultivo fresco. La 
suspensión celular se transfirió a nuevas placas de cultivo, realizando la dilución 
adecuada para cada línea celular. 
2.2. Preservación de líneas celulares 
Las células fueron congeladas a partir de cultivos en fase de crecimiento 
exponencial. Para congelarlas, una vez tripsinizadas se centrifugaron a 1.200 rpm 
durante 3 minutos y se resuspendieron en 1 ml de medio de congelación (DMEM o 
RPMI, según el tipo celular, suplementado con 10% de FBS y 10% de DMSO, como 
agente crioprotector). Los crioviales se mantuvieron a -80°C durante 24 horas y, a 
continuación, se transfirieron a tanques de nitrógeno líquido para su 
almacenamiento a largo plazo. 
2.3. Generación de modelos de resistencia 
Los clones resistentes a T-DM1 fueron obtenidos a partir de la línea parental 
BT474 mediante exposición prolongada al fármaco. Se realizó un estudio inicial de 
dosis-respuesta a T-DM1 (desde 0,1 nM a 100 nM) tras 5 días de tratamiento, y se 
eligieron cuatro concentraciones de T-DM1 (0,25; 0,5; 1 y 5 nM), basadas en la tasa 
de inhibición de la proliferación celular. Se sembraron las células BT474 a baja 
densidad y se incubaron hasta que se adhirieron a la placa de cultivo. 
Seguidamente, se cambió el medio por medio de cultivo fresco con T-DM1, proceso 
que se repitió semanalmente durante aproximadamente 2 meses. Transcurrido ese 
tiempo aparecieron clones resistentes a la concentración más alta de T-DM1 (5 
nM), que se aislaron y transfirieron de forma individual a placas de 24 pocillos. 
Estas líneas celulares se mantuvieron en cultivo en presencia de 5 nM de T-DM1 
durante 1 mes adicional. Los clones estables generados por exposición prolongada 
a T-DM1 se analizaron de manera rutinaria para comprobar que mantenían la 
resistencia al fármaco. 
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2.4. Modificaciones genéticas 
2.4.1. Transfección con plásmidos 
Los experimentos de transfección se realizaron usando el reactivo jetPEI®, 
siguiendo las indicaciones del fabricante. Se mezclaron 10 µg del plásmido de 
interés con 250 µl de NaCl 150 mM y 20 µl de jetPEI® con 250 µl de NaCl. A 
continuación, se transfirió la dilución de jetPEI® al DNA y se incubó a temperatura 
ambiente durante 30 minutos. Finalmente se adicionó, gota a gota, sobre el medio 
de cultivo de una placa de 100 mm con las células diana a una confluencia del 50-
60%. A las 24 horas se reemplazó el medio de cultivo por medio fresco, y las 
células fueron utilizadas para los experimentos pertinentes en las 24-48 horas 
siguientes. 
2.4.2. Infección con lentivirus 
Los experimentos de silenciamiento génico se llevaron a cabo mediante 
transducción celular con lentivirus, utilizando secuencias de shRNA (short hairpin 
RNA) clonadas en el vector pLKO.1. Para producir los virus se emplearon las 
células HEK293T (células derivadas de la línea HEK293, que han sido 
transformadas con los genes adenovirales E1a y E1b y contienen el antígeno T del 
virus SV40 (Graham et al. 1977)). Las células empaquetadoras HEK293T fueron 
transfectadas mediante el reactivo jetPEI®, tal y como se describe en la sección 
2.4.1., con los siguientes plásmidos:  
 Vector lentiviral (8 μg): pLKO.1-puro o sh no codificante (control 
negativo), pLKO.1-GFP (control positivo), pLKO.1-shRNA  
 pMDG-VSV-G (4 μg). Contiene el cDNA de la envuelta del virus.  
 pRSV-Rev (4 μg). Contiene el cDNA de Rev (codifica para una proteína 
que permite la exportación del núcleo al citoplasma de fragmentos del 
mRNA que contienen el elemento RRE). 
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 pMDL-RRE (4 μg). Contiene el cDNA de gag (codifica para proteínas 
estructurales principales del virión), pol (codifica una DNA polimerasa 
específica de retrovirus) y RRE (sitio de unión para la proteína Rev). 
Transcurridas 24 horas de la transfección, se reemplazó el medio de las 
células HEK293T por medio fresco y 24 horas después se recogió el medio con los 
virus, se filtró con filtros de PVDF de 0,45 μm (Millipore) y se le añadió polibreno a 
una concentración final 6 μg/ml. Este medio se utilizó para transducir las células 
diana. Pasadas 8 horas de incubación con virus, se les cambió el medio por medio 
fresco. 48 horas después de la infección con los virus, se seleccionaron las células 
infectadas con puromicina (3 μg/ml). 
Para cada mRNA diana se probaron un mínimo de 5 vectores lentivirales 
diferentes y los dos que produjeron los mayores niveles de silenciamiento de las 
respectivas proteínas se utilizaron para los experimentos de proliferación. Los 
vectores seleccionados se describen en la tabla 6. 
Tabla 6. short hairpin RNAs. 
Gen Referencia del clon Secuencia madura antisentido (5’-3’) 
EGF TRCN0000039635 TAA TTC CTT GAT AGC GAC GGG 
 TRCN0000121070 TTG TCC AGG CTA ATT TGG TGG 
HER2  TRCN0000010342 ATG TAT AGG TAA CCT GTG AT 
 TRCN0000039878 TAC AAA GCC TGG ATA CTG ACA 
TGFA TRCN0000006375 AAC ACA ATA CCC AGA GCG AAC 
 TRCN0000006377 AGC ACA CAT GTG ATG ATA AGG 
2.5. Ensayos de proliferación celular 
Para analizar la proliferación celular se utilizó el ensayo de metabolización de 
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio; Sigma-Aldrich) o contaje celular 
directo. 
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2.5.1. Metabolización de MTT 
Este ensayo se basa en la capacidad de las mitocondrias en las células vivas 
para reducir el compuesto MTT, que es amarillo y soluble en agua, dando lugar a 
un compuesto morado que precipita en forma de cristales insolubles en agua 
(formazán), mediante la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa 
(Mosmann 1983). La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de 
formazán producido. Las células se sembraron en placas de 24 pocillos a una 
densidad entre 2.000 y 20.000 células por pocillo, dependiendo del tipo celular, y 
se incubaron 24 horas para permitir su adherencia a la placa de cultivo. En ese 
momento se realizaron los tratamientos oportunos a las células y su efecto se 
determinó a los tiempos indicados para cada experimento en los pies de figura. 
Para la medición se adicionó MTT al medio con las células, a una concentración 
final de 500 μg/ml, y se incubó durante una hora a 37°C. A continuación, se retiró 
el medio y se añadieron 500 μl por pocillo de DMSO para disolver los cristales de 
formazán (MTT reducido). Tras una incubación de 10 minutos en oscuridad a 
temperatura ambiente y agitación, se midió la absorbancia a una longitud de onda 
de 570 nm, utilizando un lector automático ULTRA Evolution (Tecan; Männedorf, 
Suiza). 
2.5.2. Contaje celular 
Para los experimentos de contaje, las células se sembraron en placas de 6 
pocillos a una densidad entre 10.000 y 150.000 células por pocillo, dependiendo 
del tipo celular y el tiempo de tratamiento, y se cultivaron igual que en el caso 
anterior. Una vez finalizado el tratamiento, se tripsinizaron las células y se 
diluyeron en ISOTON® (Beckman Coulter, Brea, California, Estados Unidos) para 
proceder a su contaje en un contador de partículas Z1 Coulter Particle Counter 
(Beckman Coulter). 
En ambos ensayos, los resultados están representados como la media ± la 
desviación estándar (d.e.) de los triplicados de un experimento representativo. Los 
valores de IC50 se calcularon usando el programa GraphPad Prism versión 5.0. 
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2.6. Imagen por contraste de fases 
Para la adquisición de imágenes representativas de la morfología de los 
cultivos celulares, se sembraron las células en placas de 6 pocillos a baja densidad 
(entre 5.000 y 20.000 células, dependiendo del tipo celular) y se cultivaron toda la 
noche en su medio. Al día siguiente, se realizaron los tratamientos 
correspondientes durante el tiempo indicado. 
La observación y la toma de fotografías de las células se realizaron mediante 
microscopía de contraste de fases con el objetivo 20X, utilizando un microscopio 
Axiovert 135 (Zeiss; Oberkochen, Alemania) equipado con una cámara Hamamatsu 
(Hamamatsu Photonics; Tokio, Japón). Las imágenes se adquirieron con el 
programa OpenLab version 5.0. 
3. TRABAJO CON RNA Y DNA 
3.1. Extracción de RNA 
El RNA celular se obtuvo mediante el método de extracción fenólica 
(Chomczynski y Sacchi 1987), modificado en el protocolo del TRIzolTM, de 
Invitrogen. Una vez alcanzada una confluencia del 80-90%, se lavaron las placas de 
cultivo con PBS frío y se añadió 1 ml de TRIzolTM (solución monofásica de fenol e 
isotiocianato de guanidina) por placa de 100 mm. Con la ayuda de un raspador, se 
levantaron y recogieron las células en tubos Eppendorf de 1,5 ml, donde se 
incubaron a temperatura ambiente 5 minutos, para permitir la disociación completa 
de los complejos núcleoproteicos. A continuación se añadieron 200 μl de cloroformo y, 
tras agitar vigorosamente durante 15 segundos, se volvieron a incubar a temperatura 
ambiente 2-3 minutos. Posteriormente se centrifugaron a 12.000 rpm durante 15 
minutos a 4°C. Tras la centrifugación se formaron tres fases, una inferior orgánica 
(proteínas), una interfase sólida de color blanco (DNA) y una superior acuosa (RNA). 
Se transfirió la fase acuosa a un tubo nuevo y se precipitó el RNA con 500 μl de 
isopropanol, mediante una incubación de 10 minutos seguida de una centrifugación a 
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12.000 rpm a 4°C. Tras la precipitación, se eliminó el sobrenadante, se lavó el pellet de 
RNA con 1 ml de etanol 75%, se centrifugó para retirar el alcohol y se dejó secar el 
precipitado parcialmente, hasta que se resuspendió en agua libre de RNasas. La 
concentración de RNA se determinó en un NanoDrop
TM
. Las muestras se conservaron a 
-80°C hasta su utilización. 
3.2. Microarrays de RNA 
3.2.1. Purificación del RNA 
El RNA resultante de la extracción con TRIzolTM se limpió y purificó a través 
de columnas, mediante el kit RNeasy mini kit (Qiagen; Hilden, Alemania), siguiendo 
las indicaciones del fabricante. 
3.2.2. Cuantificación y análisis de la calidad del RNA 
La cuantificación, así como la evaluación de la integridad y calidad del RNA se 
llevó a cabo mediante el sistema Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies; 
Santa Clara, California, Estados Unidos). Para cada muestra, el bioanalizador 
calcula la relación entre las áreas de las bandas ribosomales 28S y 18S, que 
idealmente debe estar entre 1,8 y 2,1, siendo este parámetro utilizado como 
indicador de la calidad de la muestra. 
3.2.3. Preparación de las muestras e hibridación 
Se partió de 3 µg totales de RNA. El cDNA de doble cadena y el posterior 
cDNA biotinilado se sintetizaron usando un cebador T7-polyT y el kit BioArray RNA 
labeling kit (Enzo Life Sciences; Farmingdale, Nueva York, Estados Unidos), 
respectivamente. A continuación, se fragmentó el RNA marcado y se hibridó con 
HG-U133 plus 2.0 GeneChip oligonucleotide arrays (Affymetrix, Santa Clara, 
California, Estados Unidos). La cuantificación de las intensidades de fluorescencia 
de las distintas pruebas presentes en el array se realizó usando un GenArray 
Scanner (Hewlett-Packard; Palo Alto, California, Estados Unidos). Para cada una de 
las muestras o condición, se hibridaron tres réplicas biológicas diferentes. 
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3.2.4. Análisis de datos 
Los pasos 3.2.2 y 3.2.3 fueron llevados a cabo por personal del servicio de 
Genómica, que devuelve los datos crudos en formato CEL. Los archivos sin 
procesar se normalizaron mediante el algoritmo RMA implementado en el 
programa Expression Console version 1.4.1 (Affymetrix). Los genes que 
presentaron una expresión diferencial se identificaron usando el programa 
Transcriptome Analysis Console (TAC) versión 3.0 (Affymetrix), seleccionando 
todos los genes que presentaron una tasa de cambio o fold change  ≥ 2 y un p-valor 
de ANOVA ≤ 0,05. 
Los análisis de enriquecimiento se realizaron mediante la herramienta online 
Enrichr (Chen et al. 2013, Kuleshov et al. 2016). Los datos de los microarrays están 
disponibles en la base de datos GEO (GSE100192). 
3.3. Síntesis de cDNA 
La síntesis del DNA complementario al mRNA se llevó a cabo mediante el 
sistema de retrotranscripción de Invitrogen, basado en la enzima transcriptasa 
reversa MMLV-RT (200 U/µl). Se utilizaron oligonucleótidos poliT (timidina) como 
cebadores. 
Se partió de 2 μg de RNA por cada muestra para el cDNA. Para cada reacción se 
preparó una mezcla que incluía 1 μl de 10 mM dNTPs Mix, 1 μl de oligo dT (stock a 
1 μg/μl) y H2O milliQ hasta 12 μl. Se calentaron las muestras durante 5 minutos a 
65°C y tras ese tiempo se añadieron el resto de componentes en el siguiente orden: 
4 μl de tampón de reacción 5X (First-Strand Buffer), 2 μl de 0,1 M DTT 
(dithiothreitol), 1 μl RNaseIN (Recombinant Ribonuclease Inhibitor, 40 U/μl). Se 
mezclaron cuidadosamente los componentes y se incubaron 2 minutos a 37°C. A 
continuación se añadió 1 μl de la enzima transcriptasa reversa M-MLV (200 U) y se 
realizó la reacción de retrotranscripción durante 50 minutos a 37°C. Para inactivar 
la enzima, se calentaron las muestras a 70°C durante 15 minutos. 
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3.4. PCR semicuantitativa 
La expresión de los distintos genes de interés se analizó mediante la reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR), cuyos componentes se detallan a continuación: 
o Tampón comercial (20 mM MgCl2; 750 mM Tris-HCl pH 9; 500 mM KCl; 
200 mM (NH4)2SO4): 1X 
o Mezcla de nucleótidos (dNTPs): 0,2 mM 
o Oligonucleótido sentido: 0,2 μM  
o Oligonucleótido antisentido: 0,2 μM  
o cDNA molde: 0,5 μg 
o Taq DNA polimerasa: 1 U 
o H2O milliQ: hasta 20µl 
Adicionalmente, para cada gen analizado se incluyó un control negativo con 
todos los componentes de la mezcla anterior, pero sin cDNA molde. 
La reacción tuvo lugar en un termociclador (PerkinElmer; Waltham, 
Massachusetts, Estados Unidos) con un programa constituido por las siguientes 
etapas: 
o Desnaturalización inicial: 94°C durante 5 minutos. 
o Reacción cíclica: 30-35 ciclos de: 
 30 segundos a 94°C (desnaturalización) 
 30 segundos a 58-60°C (anillamiento de los oligonucleótidos) 
 1 minuto a 72°C (extensión) 
o Extensión final: 72°C durante 10 minutos. 
El análisis de los productos de PCR se realizó mediante electroforesis en geles 
de agarosa al 2% diluida en tampón TAE 1X (2 M Tris; 0,05 M EDTA), con 2 µg/ml 
de bromuro de etidio. Las bandas correspondientes a los fragmentos amplificados 
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fueron visualizadas en un transiluminador de luz ultravioleta GELDoc 2000 (Bio-
Rad). Los tamaños de los diferentes fragmentos, fueron determinados con el 
marcador de peso molecular 100 bp DNA ladder de Invitrogen. 
Para diseñar los oligonucleótidos se utilizó como secuencia de referencia las 
secuencias de mRNA de los genes de interés sin intrones, disponibles en la base de 
datos pública Ensembl (www.ensembl.org), y el programa primer3 (MIT). Los 
oligonucleótidos utilizados se describen en la tabla 7. 
Tabla 7. Oligonucleótidos para PCR y qRT-PCR. 
Gen Referencia  Secuencia (5’-3’) Amplicón 
EGF EGF FW TCA GGG AAG ATG ACC ACC AC 169 pb 
 EGF RV TCT CGG TAC TGA CAT CGC TC  
TGFA  TGFA FW GAA GCC ACA AAG CCG GTA AA 188 pb 
 TGFA RV ATA CTT ACC GAG GGC TCA CG  
AREG AREG FW GCT GCC TTT ATG TCT GCT GT 229 pb 
 AREG RV CAC TGG AAA GAG GAC CGA CT  
BTC BTC FW CAC CAC ACA ATC AAA GCG GA 153 pb 
 BTC RV ACT CTC TCA CAC CTT GCT CC  
HBEGF HBEGF FW TGG TGC TGT CAT CTG TCT GT 209 pb 
 HBEGF RV GTC TTT CCC CTC TGC AGT CT  
CSPG5 CSPG5 FW TGA CGG TGT TCT TTG CCA AG 191 pb 
 CSPG5 RV GCA GGA CTT GAG AAC CTC CT  
EREG EREG FW CGT GTG GCT CAA GTG TCA AT 235 pb 
 EREG RV TGG AAC CGA CGA CTG TGA TA  
EPGN EPGN FW TGA CAG CAC TGA CCG AAG AG 188 pb 
 EPGN RV CTC ATG GTG GAA TGC ACA AG  
GAPDH GAPDH FW TGC ACC ACC AAC TGC TTA GC 87 pb 
 GAPDH RV GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG  
PP1A PP1A FW ACC GCC GAG GAA AAC CGT GTA 129 pb 
 PP1A RV TGC TGT CTT TGG GAC CTT GTC TGC  
TUBB1 TUBB FW1 GTT TGC ACC TCG CTG CTC 625 pb 
 TUBB RV1 TTC ATG ATG CGA TCA GGG TA  
 TUBB FW2 ACC TTC AGT GTG GTG CCT TC 642 pb 
 TUBB RV2 CTT GAA GAG CTC CTG GAT GG  
 TUBB FW3 GCA GAT GCT TAA CGT GCA GA 447 pb 
 TUBB RV3 AGA GGC AGC AAA CAC AAA TTC  
FW: forward, oligo “sentido”; RV: reverse, oligo “antisentido”; pb: pares de bases. 
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3.5. PCR cuantitativa 
La cuantificación de la expresión de los distintos genes de interés se llevó a 
cabo mediante qRT-PCR (quantitative reverse transcription polymerase chain 
reaction). Para llevar a cabo la reacción, se añadió una mezcla conteniendo 1X 
SYBR® Select Master Mix for CFX (Applied Biosystems; Foster City, California, 
Estados Unidos) y 160 nM de cada oligonucleótido a 5 μL de una dilución 1:25 de 
cDNA, hasta un volumen final de 25 μl. 
Adicionalmente, para cada gen analizado se incluyó un control negativo con 
todos los componentes de la mezcla anterior, pero sin cDNA molde. Todas las 
reacciones se llevaron a cabo en duplicado en un termociclador iQTM5 Multicolor 
Real Time PCR Detection System (Bio-Rad), con un programa constituido por las 
siguientes etapas: 
o Desnaturalización inicial: 95°C durante 5 minutos. 
o Reacción cíclica: 40 ciclos de: 
 30 segundos a 95°C (desnaturalización) 
 30 segundos a 60°C (anillamiento de los oligonucleótidos) 
 30 segundos a 72°C (extensión) 
o Extensión final: 
 1 minuto a 95°C 
 1 minuto a 72°C 
Para el análisis cuantitativo de la expresión génica, los valores de expresión 
relativa se calcularon de acuerdo a la fórmula: Expresión relativa del gen = 2^(Ct 
gen de referencia – Ct gen). Se calculó la expresión media y la desviación estándar 
para cada duplicado. 
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Los oligonucleótidos se diseñaron igual que para la PCR semicuantitativa, 
asegurando que el producto de PCR resultante de la amplificación no superase los 
250 pares de bases. 
4. TÉCNICAS DE INMUNODETECCIÓN 
4.1. Western blot 
4.1.1. Preparación de lisados celulares 
Para la obtención de lisados celulares, las placas de cultivo con las células 
adheridas se lavaron dos veces con PBS frío y, posteriormente, se incubaron 
durante 10 minutos con tampón de lisis frío, suplementado con inhibidores de 
proteasas y fosfatasas (20 mM Tris pH 8; 140 mM NaCl; 1% Nonidet P-40; 10% 
glicerol; 5 mM EDTA; 1 mM ortovanadato sódico; 10 mM β-glicerol fosfato; 10 mM 
fluoruro sódico; 10 μg/ml aprotinina; 10 μg/ml leupeptina; 0.5 μg/ml pepstatina; 1 
mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride; fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 
(modificado de Cabrera et al. 1996)). Las células se dispersaron mecánicamente 
con ayuda de un raspador y, tras recoger los extractos celulares en tubos de 1,5 ml, 
se centrifugaron durante 10 minutos a 4°C y 12.000 rpm, en una centrífuga 
refrigerada (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Posteriormente, los sobrenadantes 
clarificados se transfirieron a nuevos tubos. Tanto el PBS como el tampón de lisis 
se mantuvieron en frío y todo el proceso se llevó a cabo en hielo. Los extractos 
proteicos se cuantificaron por el método colorimétrico descrito por Bradford 
(Bradford 1976), usando BSA como estándar de proteína, o por el ensayo del ácido 
bicinconínico (BCA, bicinchoninic acid) mediante el kit Pierce™ BCA Protein Assay 
(Thermo Fisher Scientific), siguiendo las indicaciones del fabricante. 
La detección de las proteínas se llevó a cabo utilizando el método de Western 
blot, bien directamente en extracto, mezclando la cantidad necesaria con tampón 
de carga 2X (4% SDS; 0,05% azul de bromofenol; 20% glicerol; 2% β-
mercaptoetanol; 100 nM Tris-HCl; pH 6,8), o mediante inmunoprecipitación, en 
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caso de que fuese necesario enriquecer la muestra en la proteína de interés. Una 
vez preparadas las muestras, se calentaron durante 7 minutos a 100°C. 
4.1.2. Preparación de lisados a partir de muestras de tumores 
Las muestras de pacientes se obtuvieron en el Hospital Universitario de 
Salamanca. El tejido fresco de los tumores primarios se embebió en OCT y luego en 
isopentano, y se almacenó a -80°C. Se realizó una tinción con hematoxilina/eosina 
para llevar a cabo la selección del tejido tumoral, mediante la escisión de parte del 
tejido de la pieza. 
Las muestras de tumores y órganos procedentes de los xenoinjertos de ratón 
se obtuvieron tras sacrificar a los animales y fueron inmediatamente congeladas en 
nitrógeno líquido. 
En ambos casos, los tumores fueron troceados, lavados con PBS y 
homogeneizados (Dispomix) en tampón de lisis frío (1,5 ml por cada 100 mg de 
muestra), con una concentración 10 veces superior de inhibidores de proteasas 
que la empleada para lisados celulares. Tras el procesamiento de las muestras, se 
centrifugaron a 10.000g durante 20 minutos a 4°C, en una centrífuga refrigerada y 
los sobrenadantes se transfirieron a tubos nuevos. 
4.1.3. Inmunoprecipitación 
Para la inmunoprecipitación, se utilizó 1-2 mg de extracto proteico junto con 
el anticuerpo correspondiente y 60 μl de proteína A-Sefarosa® o GammaBind G-
Sefarosa® (en función del tipo de inmunoglobulina del anticuerpo). Esta mezcla se 
mantuvo en agitación a 4°C durante al menos 2 horas. Posteriormente, se lavaron 
los complejos inmunes tres veces con 1 ml de tampón de lisis frío y cada muestra 
se resuspendió en 30 μl de tampón de carga. Una vez preparadas las muestras, se 
hirvieron durante 7 minutos a 100°C. 
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4.1.4. Inmunoprecipitación en superficie 
Para la inmunoprecipitación en superficie, se cultivaron las células en placas 
de 100 mm, se lavaron dos veces con Krebs-Ringer-HEPES buffer (KRH; 140 mM 
NaCl; 5 mM KC1; 2 mM CaCl2; 1,2 mM MgSO4; 1,2 mM KH2PO4; 6 mM glucosa; 25 
mM HEPES; pH 7,4 (Cabrera et al. 1996)) y se incubaron 2 horas a 4°C con 10 nM 
T-DM1 en 1 ml de KRH. A continuación, se realizaron dos lavados con PBS y se 
lisaron las células. Los restos celulares se retiraron mediante una centrifugación de 
10 minutos a 10.000g y 4°C y los sobrenadantes se transfirieron a tubos nuevos 
con proteína A-Sefarosa®. 
4.1.5. Electroforesis y detección de proteínas 
La separación de las proteínas se realizó mediante electroforesis en geles de 
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis), siguiendo el protocolo descrito por Laemmli 
(Laemmli 1970). Para ello, se cargaron las muestras hervidas en el gel montado en 
cubetas Mini-PROTEAN®3 (Bio-Rad) o en cubetas grandes de tipo Sturdier. El 
porcentaje de poliacrilamida en los geles varió en función del tamaño de la 
proteína de interés. Las proteínas se separaron sometiendo los geles a un voltaje 
constante de 120 V, en el caso de geles pequeños, o 200 V para geles grandes, en 
tampón de electroforesis (20 mM Tris-HCl; 192 mM glicina; 1% SDS), hasta que el 
frente de colorante del tampón de carga salió del gel. 
Una vez finalizada la electroforesis, se transfirieron las proteínas separadas 
por SDS-PAGE a una membrana de PVDF (polyvinylidene difluoride; difluoruro de 
polivinilideno). Para ello se utilizó el sistema Trans-Blot® de Bio-Rad 
(transferencia húmeda) en tampón de transferencia (20 mM Tris-HCl; 192 mM 
glicina) a un amperaje constante de 500 mA durante un intervalo de tiempo fijado 
en función del porcentaje de acrilamida del gel utilizado y sus dimensiones (entre 
70 minutos y 3 horas), o a un voltaje constante de 20 V durante 14 horas. 
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A continuación se bloquearon las membranas durante al menos una hora con 
1% de BSA en TBS-T (Tris-buffer saline with Tween; 140 mM NaCl; 0,05% Tween; 
10 mM Tris pH 7,5), para prevenir las uniones no específicas, y se incubaron con el 
anticuerpo primario correspondiente, diluido en tampón de bloqueo, durante al 
menos 2 horas. Posteriormente, se realizaron tres lavados, de 7 minutos cada uno, 
con TBS-T y se incubaron las membranas con el anticuerpo secundario conjugado a 
peroxidasa de rábano (HRP, horseradish peroxidase) durante media hora. Tras 
realizar nuevamente tres lavados con TBS-T, se visualizaron las bandas por 
autorradiografía con un sistema de detección basado en la oxidación del luminol en 
presencia de peróxido de hidrógeno y potenciado con p-iodofenol (Cabrera et al. 
1996). Para ello se incubaron durante 1 minuto en tampón de revelado (0,08% 
luminol; 0,02% p-iodofenol; 0,1 M Tris-HCl; pH 9,3) al que previamente se le 
añadió 0,44 mM H2O2. De forma alternativa, se incubaron las membranas con 
anticuerpos secundarios conjugados a fluorocromos DyLight®688 o DyLight®800 
durante media hora y, tras realizar tres lavados con TBS-T, se visualizaron las 
bandas con el sistema de imagen infrarroja Odyssey® (LI-COR; Lincoln, Nebraska, 
Estados Unidos). Todas las incubaciones se llevaron a cabo en un balancín y los 
lavados, en una plataforma con agitación orbital. 
La cuantificación de las bandas obtenidas por Western blot correspondientes 
a las proteínas de interés se llevó a cabo con el programa ImageJ versión 1.61 (U. S. 
National Institutes of Health (Schneider et al. 2012)). 
4.1.6. Arrays de proteínas 
Para evaluar de manera simultánea la fosforilación de múltiples tirosina 
quinasas humanas, se llevaron a cabo arrays de anticuerpos comerciales (proteome 
profiler human phospho-RTK array kit y proteome profiler human phospho-RTK 
array kit, R&D Systems; Minneapolis, Minnesota, Estados Unidos), siguiendo las 
indicaciones del fabricante. Para ello, se hibridaron 300 µg de lisado celular de 
cada muestra con cada membrana del kit. La cuantificación de la intensidad de 
píxel de los diferentes puntos, correspondientes a tirosina quinasas, así como 
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controles positivos y negativos, se realizó mediante el programa Image Studio V5.2 
(LI-COR). 
Alternativamente, se prepararon arrays de anticuerpos en el laboratorio. 
Para ello, se añadió en duplicado 1 µl de cada anticuerpo (1 µg) a una membrana 
de nitrocelulosa, que se dejó secar a temperatura ambiente durante 30 minutos. 
Posteriormente, se bloqueó 2 horas en TBS-T con 5% de BSA y se incubó con 1 mg 
de los lisados de proteínas durante toda la noche a 4°C. Se realizaron tres lavados, 
de 10 minutos cada uno, con TBS-T y se incubaron 2 horas con el anticuerpo anti-
fosfo-tirosina conjugado a HRP. El protocolo se continuó de la misma manera que 
para un WB convencional y la cuantificación se llevó a cabo igual que para los 
arrays comerciales. Como controles negativos se incluyeron Ig y PBS. 
4.2. Inmunofluorescencia 
4.2.1. Epifluorescencia y microscopía confocal 
Para la inmunofluorescencia indirecta, las células cultivadas sobre 
cubreobjetos se lavaron dos veces con PBS suplementado con 1 mM CaCl2  y 0,5 
mM MgCl2 (PBS/CM) y se fijaron con paraformaldehído al 2% en PBS/CM durante 
30 minutos. A continuación se lavaron dos veces con PBS/CM y se minimizó la 
autofluorescencia mediante una incubación con NH4Cl en PBS/CM durante 10 
minutos (quenching). Las células se permeabilizaron con 0,1% de Tritón-X100 en 
PBS/CM 10 minutos y se bloquearon los sitios de unión inespecíficos con 0,2% de 
BSA en PBS/CM durante 1 hora. Posteriormente, se incubaron los cubreobjetos con 
los anticuerpos primarios diluidos en la solución de bloqueo durante una hora. 
Tras tres lavados de 10 minutos cada uno en solución de bloqueo, se incubaron las 
células con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con fluorocromos. 
Tras tres lavados de 10 minutos cada uno en PBS/CM con 0,2% BSA, los núcleos de 
las células marcadas se contrastaron con DAPI 1 µg/ml diluido en H2O milliQ. Los 
cubreobjetos se fijaron a portaobjetos de vidrio con Gelvatol (12% mowiol; 30% 
glicerol; 0,12 M Tris pH 8,5). 
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Para la detección de T-DM1, las células se cultivaron sobre cubreobjetos y se 
trataron con 10 nM T-DM1 durante 15 minutos a 37°C, seguido de dos lavados con 
PBS. Tras este pulso, se permitió a las células crecer en su medio de cultivo los 
tiempos indicados. Posteriormente, se lavaron dos veces con PBS/CM y se fijaron 
con paraformaldehído igual que en el caso anterior. Para el marcaje de orgánulos 
ácidos, se añadió 100 nM de LysotrackerTM Red DND-99 (Molecular Probes; Eugene, 
Oregón, Estados Unidos Eugene) 30 minutos antes del paso de lavado y fijación. Se 
continuó el protocolo como se indicó previamente, obviando el paso de anticuerpo 
primario. 
Las células se analizaron mediante un microscopio de epifluorescencia 
Axioplan 2 (Zeiss) o un microscopio confocal de fluorescencia, con el sistema Leica 
TSC SP5 system (Leica Microsystems; Wetzlar, Alemania), utilizando un objetivo 
60X. Las imágenes confocales se adquirieron y analizaron con el programa Leica 
Application Suite Advanced Fluorescence (LAS AF Version 2.6.3.8173; Leica 
Microsystems). Las imágenes de proyecciones máximas de z-stacks se adquirieron 
y analizaron con el microscopio Spectral Confocal Microscope FV1000 (Olympus; 
Tokio, Japón). 
Los estudios de colocalización se llevaron a cabo con el programa LAS AF o 
con el ImageJ. En el primer caso, el programa analiza la dispersión de las señales de 
fluorescencia dentro de una “región de interés” (ROI, region of interest) que 
contiene las células y devuelve un porcentaje medio de la tasa de colocalización 
entre T-DM1 y LysoTrackerTM. Este valor se calcula como el ratio entre el área de 
señal de fluorescencia que colocaliza y el área del primer plano de la imagen. En el 
segundo caso, para estudiar la colocalización entre T-DM1 y LAMP1, se utilizaron 
los plugins “colocalization” y “analyze particles” del ImageJ. 
4.2.2. Time lapse 
Para los ensayos de microscopía en célula viva, se acopló T-DM1 al 
fluorocromo DyLight®550 con el kit DyLight® Antibody Labeling Kit (Thermo 
Fisher Scientific), siguiendo las indicaciones del fabricante. Se sembraron las 
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células en placas de cultivo con base de vidrio (µ-Dish 35 mm, high, Glass Bottom; 
Ibidi; Martinsried, Alemania) y se trataron con 10 nM DyLight®550-T-DM1 durante 
30 minutos a 4°C. Tras el pulso, se realizaron dos lavados con PBS, se añadió medio 
fresco y se tomaron imágenes de las células vivas cada 20 minutos durante un 
período de 72 horas en un sistema DeltaVision acoplado a un microscopio Olympus 
IX71 automatizado, con un objetivo 63X (GE Heathcare). Se utilizó el programa de 
análisis de datos y deconvolución SoftWoRx (GE Healthcare). Para los ensayos de 
time lapse a largo plazo, las células fueron tratadas como en el caso anterior y 
mantenidas en el incubador a 37°C y 5% CO2 durante 72 horas. A partir de ese 
momento, se adquirieron imágenes cada 20 minutos durante un período de 48 
horas, resultando un tratamiento experimental total de 120 horas. 
5. CITOMETRÍA DE FLUJO 
5.1. Ciclo celular 
El análisis del ciclo celular se llevó a cabo mediante marcaje de las células con 
ioduro de propidio (PI, propidium iodide), un agente intercalante del DNA que 
permite cuantificar su contenido utilizando la técnica de citometría de flujo. 
Para el análisis del ciclo celular, se sembraron las células en placas de 6 
pocillos a una densidad de 10.000 células por pocillo, se dejaron en su medio hasta 
que se adhirieron a la placa de cultivo y, a continuación, se llevaron a cabo los 
tratamientos indicados. Una vez finalizados, se recogieron las células no adheridas 
presentes en el medio y las células adheridas a la placa (mediante tripsinización) y, 
tras un lavado con PBS, se fijaron y permeabilizaron con 1 ml de etanol 70% frío 
durante toda la noche a -20°C. Los pellets de células se resuspendieron en 500 μl 
de PBS con 0,2 mg/ml de DNAse-free RNAse (Sigma-Aldrich). Se incubó la mezcla 
en oscuridad a 37°C durante 2 horas y, a continuación, se añadió 5 μg/ml de PI 
(Sigma-Aldrich). Por último, se adquirieron las células (50.000 eventos por 
muestra) en un citómetro BD Accuri C6 Flow Cytometer (BD Biosciences) a baja 
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velocidad y se analizó el contenido de DNA mediante el programa C6 (BD 
Biosciences). Para ello, se excluyeron los agregados celulares y se calcularon los 
porcentajes de células en las fases G0/G1, S y G2/M del ciclo celular. 
5.2. Apoptosis 
El análisis de apoptosis o muerte celular programada se llevó a cabo 
marcando las células con PI y Anexina V-FITC (fluorescein isothiocyanate). 
Una vez finalizados los tratamientos indicados, se recogieron las células no 
adheridas presentes en el medio y las células adheridas a la placa (mediante 
tripsinización) y, tras un lavado con PBS, se resuspendieron en 100 μL de tampón 
de unión o binding buffer 1X frío (0,1 M HEPES/NaOH pH 7,4; 1,4 M NaCl; 25 mM 
CaCl2) conteniendo 5 μl de anexina V-FITC y 5 μl de solución de PI (50 mg/ml). Las 
muestras se mezclaron suavemente con vortex y se incubaron durante 15 minutos 
a temperatura ambiente en oscuridad. A continuación, se añadieron 400 μl de 
binding buffer 1X a cada muestra. Por último, se adquirieron las células (50.000 
eventos por muestra) en un citómetro BD Accuri C6 Flow Cytometer, a velocidad 
media, y se analizaron los datos mediante el programa C6. 
5.3. Pérdida de potencial de membrana mitocondrial 
La disfunción mitocondrial dentro del proceso de muerte celular está 
frecuentemente asociada con la pérdida de potencial de la membrana 
mitocondrial. Una técnica que permite medir alteraciones en la membrana es el 
marcaje con TMRE (tetramethylrhodamine, ethyl ester; tetrametilrodamina, etil 
ester), un fluorocromo catiónico que se acumula en la mitocondria. 
Una vez finalizados los tratamientos indicados, se incubaron las células con 
0,5 µM TMRE durante 30 minutos a 37°C en oscuridad. Pasado ese tiempo, se 
recogieron las células no adheridas presentes en el medio y las células adheridas a 
la placa (mediante tripsinización suave, para no dañar las células) y se 
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centrifugaron a 300g durante 5 minutos a 10°C. Finalmente, se resuspendió el 
pellet en 500 µl de PBS y se adquirieron las células (50.000 eventos por muestra) 
en un citómetro BD Accuri C6 Flow Cytometer, a velocidad media. Los datos se 
analizaron mediante el programa C6. 
5.4. Marcaje en superficie 
Para el análisis de los niveles de proteínas en superficie, o de T-DM1, se 
cultivaron las células en placas de 60 mm, se lavaron con PBS y se recogieron 
mediante la incubación a 37°C con 0,05% tripsina-EDTA. Tras lavar con PBS 
suplementado con 1% FBS (PBS/FBS), se centrifugaron las células y se 
resuspendieron en 1 ml de PBS/FBS conteniendo 10 nM T-DM1 o 1 µg/ml del 
anticuerpo primario contra la proteína de interés. Tras una incubación de 30 
minutos a temperatura ambiente, se lavaron las células y se resuspendieron en 1 
ml de PBS/FBS conteniendo el anticuerpo secundario correspondiente, conjugado 
con Cy3 (dilución 1:80). Se realizó una incubación de 20 minutos a temperatura 
ambiente en oscuridad. Finalmente, se lavaron las células dos veces y se 
resuspendió el pellet en PBS. Los niveles de intensidad media de fluorescencia se 





Para evaluar si T-DM1 llega a compartimentos ácidos tras su internalización 
se marcó el fármaco con el fluorocromo rojo pHrodoTM, mediante el kit pHrodo™ 
Red Microscale Labeling Kit (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las indicaciones 
del fabricante. pHrodoTM es un colorante fluorogénico que no emite señal a pH 
neutro, pero cuya fluorescencia incrementa dramáticamente a medida que el pH 
del entorno se vuelve más ácido (Aziz et al. 2013). Analizando los cambios en la 
señal de fluorescencia se puede inferir si T-DM1 se encuentra en orgánulos ácidos, 
como los lisosomas. Para ello, se incubaron las células con 5 nM pHrodo-T-DM1 
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durante 15 minutos o 24 horas a 37°C, protegidas de la luz. La emisión de 
fluorescencia se monitorizó mediante microscopía de epifluorescencia, usando un 
microscopio Nikon Eclipse Ti-S (Nikon; Tokio, Japón). Para cuantificar la 
intensidad media de fluorescencia, se recogieron y adquirieron las células tratadas 
con un citómetro de flujo BD Accuri C6 flow cytometer. El porcentaje de células 
positivas para el canal FL2 de los 50.000 eventos adquiridos se analizó con el 
programa C6. 
6. ESTUDIOS IN VITRO 
6.1. Marcaje con biotina e internalización de T-DM1 
Para estudiar su internalización, se biotiniló T-DM1 con succinimidil-2-
(biotinamido)etil-1,3-ditiopropionato mediante el reactivo EZ-LinkTM NHS-SS-
Biotin (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las indicaciones del fabricante. Este 
agente contiene un puente disulfuro en su brazo espaciador, lo que permite que el 
fármaco marcado pueda ser procesado y liberado de la biotina tras el tratamiento 
con un agente reductor, como glutatión. Para realizar el marcaje, se incubó 1 ml de 
una solución de 2 mg/ml T-DM1 en PBS con un exceso molar de 20 veces de una 
solución de 10 mM NHS-SS-Biotina en DMSO (preparada inmediatamente antes de 
su uso), durante 40 minutos a temperatura ambiente. El exceso de NHS-SS-biotina 
sin reaccionar se queló con 50 mM de NH4Cl. 
Las células recibieron un pulso de 30 minutos a 4°C con 10 nM de T-DM1 
biotinilado, se lavaron dos veces con PBS y se dejaron en su medio de cultivo a 
37°C durante distintos tiempos, para evaluar la internalización en cada punto. 
Transcurridos los tiempos de internalización, se colocaron las placas en hielo, se 
lavaron con PBS y se eliminaron los grupos biotina del T-DM1 biotinilado residual 
que permanecía unido a la membrana celular. Para ello, se realizaron tres lavados 
a 4°C, de 10 minutos cada uno, con el tampón de procesamiento frío (glutathione 
cleavage buffer: 50 mM glutatión; 75 mM NaCl; 1 mM MgCl2; 0,1 mM CaCl2; 80 mM 
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NaOH; 10% FBS. El glutatión y el NaOH se añadieron inmediatamente antes de 
realizar los lavados y el pH del tampón se ajustó a 8,6). A continuación, se lavaron 
las células dos veces con PBS y se lisaron en tampón de lisis-II frío (150 mM NaCl; 
1 mM EDTA; 10% glicerol; 40 mM HEPES pH 7,4; 1% Nonidet P-40; 1 µM 
pepstatina; 1 µg/ml aprotinina; 1 µg/ml leupeptina; 1 mM PMSF; 1 mM 
ortovanadato de sodio; 25 mM β-glicerofosfato; 10 mM fluoruro de sodio). El T-
DM1 biotinilado se inmunoprecipitó con Streptavidin Sepharose® High 
Performance (GE Healthcare) durante al menos 2 horas a 4°C. Transcurrida la 
incubación, se recuperaron los complejos inmunes, se lavaron y se separaron las 
proteínas por SDS-PAGE y Western blot convencional. 
La cuantificación de las señales correspondientes a la cadena ligera de T-DM1 
internalizado se realizó usando el programa ImageJ. La internalización se 
representó como el nivel de T-DM1 tras sustraer el fondo (0), relativo al máximo 
nivel de T-DM1 internalizado para cada línea celular. 
6.2. Actividad de catepsinas 
Para cuantificar y monitorizar la actividad de la catepsina B en los cultivos 
celulares, se utilizó el kit Magic Red Cathepsin B detection kit (Immunochemistry 
Technologies; Bloomington, Minnesota, Estados Unidos), siguiendo las 
indicaciones del fabricante. El sustrato empleado en el kit es permeable a las 
células, por lo que penetra fácilmente a través de la membrana celular y de las 
membranas internas de los orgánulos celulares; si las catepsinas están activas, el 
sustrato se procesa liberando el fluoróforo cresil violeta, que se vuelve 
fluorescente tras su excitación. A medida que la actividad enzimática progresa, más 
sustrato se procesa y la señal fluorescente se intensifica. 
Para evaluar la actividad de la catepsina B, se incubaron 3x106 células en 
suspensión con el sustrato MR-(RR)2 durante 1 hora a 37°C protegidas de la luz, 
resuspendiéndolas suavemente cada 20 minutos para evitar que las células 
precipitasen. A continuación, la suspensión celular se repartió en 3 pocillos de una 
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placa de 96 pocillos y se midió la intensidad de fluorescencia en un lector de 
placas, a una longitud de onda de excitación de 592 nm y de emisión de 628 nm. 
7. ESTUDIOS IN VIVO CON MODELOS ANIMALES 
7.1. Cepas de ratón y mantenimiento de los animales 
El manejo y mantenimiento de los animales de experimentación se llevó a 
cabo de acuerdo con la legislación europea y española (Directiva 2010/63/UE y 
Ley 6/2013, respectivamente) relativa a la protección y cuidado de los animales, 
en su explotación, transporte, experimentación y sacrificio, tras la aprobación del 
comité institucional. Se adquirieron hembras de ratón BALB/c nu/nu, de siete 
semanas de edad y peso en torno a 20 gramos, de los Laboratorios Charles River y 
se mantuvieron en la zona libre de patógenos de nuestro Animalario institucional. 
7.2. Producción de xenoinjertos 
Para los estudios sobre resistencia a T-DM1 en cáncer de mama, se utilizó 
como modelo celular la línea del subtipo HER2+ de cáncer de mama, BT474 y los 
clones resistentes a T-DM1 derivados de la línea parental. Se resuspendió un total 
de 5x106 células de cada una de las líneas celulares en 50 µl de DMEM y 50 µl de 
Matrigel (BD Biosciences), que fueron inyectadas a nivel subcutáneo en la glándula 
mamaria caudal de cada ratón (dos xenoinjertos por animal). Cuando los tumores 
alcanzaron un volumen de 700 mm3, se randomizaron los animales (n = 10 por 
línea celular) en dos grupos con volúmenes tumorales medios similares, que 
fueron tratados por vía intravenosa (a través de la vena de la cola) con una única 
dosis del vehículo solo (PBS) o de T-DM1 (3 mg/kg). Se midieron los diámetros de 
los tumores con un calibre dos veces por semana y el volumen tumoral se calculó a 
partir de la fórmula: volumen = ancho2 x longitud/2. Se sacrificaron los ratones en 
el día 21 de tratamiento o cuando el volumen tumoral alcanzó 2.000 mm3. 
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Para los estudios sobre la acción de T-DM1 en cáncer de ovario, se utilizó 
como modelo celular la línea de adenocarcinoma de ovario, SKOV3. Se resuspendió 
un total de 5x106 células SKOV3 en 100 µl de DMEM y 100 µl de Matrigel, que 
fueron inyectadas a nivel subcutáneo en los dos flancos de cada ratón (dos 
xenoinjertos por animal). Cuando los tumores alcanzaron un volumen de 200 mm3, 
se randomizaron los animales (n = 15) en tres grupos (5 ratones por grupo) con 
volúmenes tumorales medios similares, que fueron tratados por vía intravenosa (a 
través de la vena de la cola) con el vehículo solo (PBS), con T-DM1 (15 mg/kg) o 
con trastuzumab (15 mg/kg). Los ratones recibieron dos dosis de tratamiento 
(días 0 y 7) en la primera semana tras alcanzar el volumen determinado. Se 
midieron los diámetros de los tumores igual que en el caso anterior. Los ratones 
tratados con trastuzumab se sacrificaron en el día 28, mientras que los tratados 
con T-DM1 se mantuvieron para evaluar la aparición de recidivas. 
8. MUESTRAS DE PACIENTES Y MODELOS RESISTENTES DERIVADOS DE 
PDXS (PATIENT DERIVED XENOGRAFTS) 
Se analizaron un total de 16 muestras de carcinoma de ovario (incluyendo 
cistoadenocarcinoma, borderline tumoral, carcinoma seroso y carcinoma 
indiferenciado) y 44 muestras de riñón (23 muestras de carcinoma renal de células 
claras y 21 muestras de riñón sano), todas ellas obtenidas del departamento de 
Anatomía Patológica del Hospital Universitario de Salamanca, procedentes de 
pacientes diagnosticadas durante el periodo 2005-2011. Todos los pacientes 
proporcionaron un consentimiento informado por escrito para la recogida de las 
muestras y su subsecuente análisis. El procedimiento fue aprobado por el Comité 
de Bioética del Hospital de Salamanca y gestionado a través del Banco de tumores 
del Centro de Investigación del Cáncer de Salamanca. Las muestras congeladas 
humanas fueron inspeccionadas previamente mediante el ensayo de tinción con 
hematoxilina-eosina para confirmar el subtipo histopatológico. 
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El modelo de PDX118 se estableció a partir de una biopsia de una metástasis 
cutánea obtenida en el Vall d’Hebron Institute of Oncology (VHIO), como se ha 
descrito previamente (Vicario et al. 2015). La muestra del tumor mamario 
empleada en este estudio procede de una resección quirúrgica obtenida en el 
Hospital Universitario del Vall d’Hebron, cuyo procesamiento ha seguido la 
Declaración de Helsinki sobre principios éticos para la investigación médica que 
implica especímenes humanos. Antes de llevar a cabo los estudios moleculares, se 
obtuvo el consentimiento informado del paciente que proporcionó el tejido. Se 
utilizaron ratones NOD.CB17-Prkdcscid/J (NOD/SCID) para establecer el PDX, y se 
mantuvieron y trataron de acuerdo a las guías institucionales del Hospital 
Universitario Vall d’Hebron. Los cultivos celulares derivados del PDX118 se 
establecieron y caracterizaron en el VHIO, como se ha descrito previamente 
(Vicario et al. 2015). El tratamiento continuo de estas líneas con concentraciones 
crecientes de T-DM1 condujo a la aparición de dos líneas celulares independientes 
resistentes al fármaco, denominadas TD44 y TD55. 
9. ESTUDIOS IN SILICO 
Los análisis de expresión de EGFR y TGFα en líneas celulares de cáncer se 
llevaron a cabo a partir de los datos genómicos de acceso público disponibles en 
Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) (Barretina et al. 2012, Cancer Cell Line 
Encyclopedia y Genomics of Drug Sensitivity in Cancer 2015). 
Los análisis de expresión de EGFR y TGFα en muestras de tejido sano y tejido 
tumoral de cohortes de pacientes con distintos tipos de cáncer se obtuvieron 
mediante la herramienta del Broad Institute of MIT and Harvard, FireBrowse. 
El diseño de oligonucleótidos para PCR y qRT-PCR se realizó con el programa 
Primer3 (Koressaar y Remm 2007, Untergasser et al. 2012). 
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El análisis de enriquecimiento funcional de las listas de genes expresados 
diferencialmente obtenidas de los datos de microarrays se llevó a cabo con el 
programa Enrichr (Chen et al. 2013, Kuleshov et al. 2016). 
10. TRATAMIENTO ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
El análisis estadístico de los datos experimentales obtenidos en este trabajo 
se llevó a cabo usando el programa de análisis de datos IBM SPSS Statistics 24 
(IBM; North Castle, Nueva York, Estados Unidos). A no ser que se indique de otra 
manera, todos los datos están representados como la media ± d.e. 
Los índices de combinación de fármacos se calcularon con el algoritmo de 
Chou-Talalay (Chou et al. 1994), mediante el programa CalcuSyn. 
La comparación de variables continuas entre dos grupos se llevó a cabo 
usando el test t de Student de dos colas o el test U de Mann-Whitney, con un nivel 
de significación del 5% (p = 0,05). Salvo en los datos referentes a muestras de 





Capítulo I: Resistencia a T-DM1 en cáncer de mama 
1. GENERACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE MODELOS CELULARES DE 
CÁNCER DE MAMA CON RESISTENCIA ADQUIRIDA A T-DM1 
La resistencia a fármacos es un problema grave en clínica, ya que limita la 
efectividad de las terapias anticancerígenas. Por desgracia, se sabe muy poco de 
cómo surgen estas resistencias en pacientes, sobre todo debido al limitado acceso a 
muestras tumorales tras los tratamientos y a la falta de ensayos clínicos enfocados 
a detectar marcadores de resistencia. Por todo ello, los modelos preclínicos 
basados en células resultan muy interesantes para extrapolar los potenciales 
mecanismos de resistencia que surgen tras el tratamiento crónico de los tumores 
(Loganzo et al. 2016). 
1.1. Efecto de T-DM1 en un panel de líneas celulares de cáncer de 
mama HER2+ 
Con el fin de generar modelos de resistencia adecuados, se comenzó 
evaluando el efecto de T-DM1 en un panel de líneas celulares de cáncer de mama 
HER2+ sensibles (BT474 y SKBR3) o resistentes (HCC1419, HCC1569 y HCC1954) 
a trastuzumab. Para ello, se llevó a cabo un ensayo de dosis-respuesta al fármaco 
(concentraciones de T-DM1 desde 1 pM hasta 50 nM), analizando la proliferación 
celular por contaje. Como se muestra en la figura 6, todas las líneas celulares 
testadas fueron sensibles a concentraciones nanomolares del ADC, aunque el grado 
de sensibilidad fue heterogéneo. La línea más sensible resultó ser HCC1954 (IC50: 
0,027 nM), seguida por SKBR3 (IC50: 0,090 nM), HCC1419 (IC50: 0,169 nM) y 
HCC1569 (IC50: 0,585 nM). La línea celular más resistente fue BT474 (IC50: 0,962 
nM). 




Figura 6. Estudio de dosis-respuesta a T-DM1 en cinco líneas celulares HER2+. Las 
células se trataron con concentraciones crecientes de T-DM1 (1 pM a 50 nM) durante 5 
días y se contaron. Los resultados se representan como el porcentaje de la media ± d.e., 
relativo a la condición control (sin fármaco); n=3. Se muestra un experimento 
representativo que se repitió dos veces. 
1.2. Generación y caracterización de clones resistentes a T-DM1 
La línea celular BT474 se ha usado durante mucho tiempo como modelo 
celular de cáncer de mama HER2+, para estudios de la biología de HER2 y de 
terapias dirigidas contra dicha proteína. Por este motivo, y por ser la línea que 
presentó la menor sensibilidad a T-DM1, se eligió para la generación de células 
resistentes a T-DM1. Como se muestra en la figura 7, las células se trataron con T-
DM1 durante un total de tres meses y se obtuvieron cuatro clones resistentes (C#1, 





Figura 7. Representación esquemática de la generación de líneas celulares 
resistentes a T-DM1. Las células BT474 se trataron durante dos meses con las 
concentraciones indicadas de T-DM1 (exposición permanente al fármaco) hasta la 
aparición de clones resistentes, que se aislaron individualmente y se mantuvieron un mes 
adicional en presencia de 5 nM T-DM1. Se obtuvieron cuatro líneas celulares 
independientes (C#1, C#2, C#3 y C#6). 
La inspección visual de los cultivos de los clones resistentes demostró que el 
tratamiento con T-DM1 no afectó sustancialmente su morfología, al contrario de lo 
que ocurría con la línea parental BT474, en la que el fármaco provocó el redondeo 
de las células, debido probablemente a la parada en mitosis (Figura 8). También se 
observó que los clones C#1, C#2 y C#6 crecían formando agregados celulares más 
compactos que en el caso de la línea BT474 o C#3. 
 
Figura 8. Cambios morfológicos inducidos por T-DM1 en la línea parental y los 
clones resistentes. Las células, cultivadas en placas de 6 pocillos, se trataron con 5 nM T-
DM1 durante 3 días y, a continuación, se tomaron imágenes de contraste de fases (objetivo 
20X). Escala: 50 µm. 
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Los experimentos de proliferación celular confirmaron que los clones eran 
resistentes a la acción de T-DM1, al compararlos con la línea parental (Figura 9A). 
Uno de los mecanismos responsables de la acción antitumoral de T-DM1 es la 
restricción de la progresión de las células diana a lo largo del ciclo celular. Por ello, 
se analizó el perfil del ciclo celular en las líneas celulares, lo que mostró que el 
tratamiento con T-DM1 provocaba la acumulación de las células BT474 en la fase 
G2/M. Por el contrario, los clones fueron muy resistentes a este efecto del fármaco 
(Figura 9B). El análisis cuantitativo demostró la acumulación de las células BT474 
en mitosis (Figura 9C). La parada continuada de las células en mitosis debido a la 
acción de T-DM1 devino en la muerte celular, probablemente como consecuencia 
de catástrofe mitótica (Barok et al. 2011) (Figura 9D). Esta pérdida de viabilidad 





Figura 9. Confirmación de la resistencia a T-DM1 en los clones derivados de BT474. 
(A) Se trataron la línea parental BT474 y los clones resistentes con 5 nM T-DM1 y se 
evaluó la proliferación por metabolización de MTT a los 5 días. Los resultados se 
representan como el porcentaje de la media ± d.e., relativo a la condición control (sin 
fármaco); n=3. Se muestra un experimento representativo que se repitió dos veces. (B) Se 
trataron las células y se analizó la distribución de las fases del ciclo celular por tinción con 
PI y citometría de flujo. Los resultados muestran el porcentaje de células en cada una de 
las fases del ciclo de un experimento representativo. (C) Se trataron las células, se fijaron 
con paraformaldehído y se tiñeron con DAPI para determinar las células mitóticas. Para 
cada condición, se contaron al menos 1.500 células. Las barras muestran el porcentaje de 
células mitóticas respecto al total de células contadas, como la media ± d.e. de tres 
experimentos independientes. (D) Se trataron las células, se cotiñeron con anexina V-FITC y 
PI y se analizaron por citometría de flujo. Se representa el porcentaje de células viables 
(cuadrante anexina V-/PI-) y no viables (cuadrantes anexina V+/PI-, anexina V+/PI+ y 
anexina V-/PI+) de un experimento representativo. C: control, T: T-DM1 5 nM durante 3días. 
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1.3. Estudio transcriptómico de los clones resistentes a T-DM1 
Una vez establecidas las líneas celulares resistentes a T-DM1, se llevó a cabo 
un análisis de la expresión génica por microarrays, con el objetivo de explorar 
potenciales diferencias transcriptómicas entre ellas que pudieran explicar la 
adquisición de la resistencia. En primer lugar, se determinó el número de genes 
expresados diferencialmente entre cada clon con respecto a la línea parental 
BT474. La figura 10 muestra los gráficos de volcán correspondientes a las 
comparaciones de los genes expresados en cada uno de los cuatro clones 
resistentes frente a los genes expresados en las células BT474. De ellos se extrae 
que las células BT474 diferían en 277, 320, 254 y 389 genes de los clones C#1, C#2, 





Figura 10. Genes expresados diferencialmente (GEDs) en los clones resistentes a T-
DM1 frente a la línea parental BT474. Para determinar los GEDs, se estableció un corte 
de tasa de cambio (fold change) de 2 y un p valor ≤ 0,05. Los genes que cumplieron ambos 
criterios están coloreados en verde (infraexpresados) y en rojo (sobreexpresados). El 
resto de genes se representa en color gris. El eje de ordenadas representa la significación 
como -10 multiplicado por el logaritmo en base 10 del p valor; el eje de abscisas 
representa el logaritmo en base 2 de la expresión diferencial media (EDM). Los datos 
provienen de tres réplicas biológicas independientes. 
A continuación, se llevó a cabo un análisis de componentes principales (PCA, 
principal component analysis). El PCA busca la proyección que convierte un 
conjunto de observaciones de variables posiblemente correlacionadas en un 
conjunto lineal de valores de variables sin correlación llamadas componentes 
principales. Se trata de una transformación lineal a un nuevo sistema de 
coordenadas para el conjunto original de datos, en el cual la varianza de mayor 
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tamaño del conjunto de datos es capturada en el primer eje (PCA1 o primer 
componente principal), la segunda varianza más grande es el segundo eje (PCA2) y 
la tercera, el tercer eje (PCA3) (Konishi 2015). En el caso de los análisis de 
expresión génica, este agrupamiento sería indicativo de la homogeneidad o 
relación entre los perfiles de expresión génica de las distintas muestras. 
Como era de esperar, el PCA mostró un agrupamiento de las réplicas 
biológicas para cada línea celular, así como diferencias sustanciales entre la línea 
parental BT474 y los clones (Figura 11A). Cabe destacar que los clones C#1 y C#2 
presentaron un alto grado de agrupamiento en el gráfico 3D del PCA; por ello, se 
llevó a cabo un análisis comparativo de la expresión génica, como el realizado 
entre los clones y la línea parental. Este análisis reveló que solo 11 genes estaban 
diferencialmente expresados entre ambos clones (Figura 11B). 
 
Figura 11. Agrupamiento de las muestras en función de su expresión génica. (A) 
Análisis de componentes principales de los datos obtenidos de los microarrays. Los ejes 
del gráfico muestran las tres variables que más explican la varianza dentro del conjunto de 
datos (PCA1, PCA2 y PCA3). Las réplicas biológicas de cada muestra están representadas 
en el gráfico con el mismo color. (B) Genes expresados diferencialmente entre los clones 




El hecho de que los clones C#1 y C#2 fuesen tan parecidos abría la 
posibilidad de que otros clones resistentes fuesen también similares y, por ello, se 
realizó el mismo análisis comparativo de la expresión génica entre todos ellos. A 
pesar del bajo número de genes expresados diferencialmente entre la primera 
pareja de clones, se observó un número mucho mayor de genes al realizar la 
misma comparación entre el resto de clones (Figura 12). Todo ello parecía indicar 
que los clones C#1 y C#2 estaban constituidos por poblaciones celulares muy 
similares y, por esa razón, se decidió usar el clon C#1 como representativo de los dos. 
 
Figura 12. Genes expresados diferencialmente entre todas las líneas celulares 
resistentes a T-DM1. El análisis se realizó como se indica en la figura 10. El número total 
de GEDs para cada comparación se indica encima de la barra correspondiente. 
Una vez establecido que los clones C#1, C#3 y C#6 eran diferentes desde un 
punto de vista del perfil de expresión génica, se analizó qué genes diferencialmente 
expresados respecto a la línea parental tenían en común. Se observó que los tres 
clones compartían un total de 55 genes (Figura 13A y B). Los clones C#1 y C#3 
compartían 70 genes; los clones C#1 y C#6, 122; y los clones C#3 y C#6, 113. 
Todos estos resultados sugerían que los clones C#1, C#3 y C#6 eran diferentes 
entre ellos, pero compartían algunos genes cuando se comparaban con la línea 
sensible BT474, lo que podría indicar un mecanismo común de resistencia. 




Figura 13. Genes expresados diferencialmente respecto a la línea BT474 
compartidos por los clones resistentes a T-DM1. (A) Diagrama de Venn que muestra el 
solapamiento de los genes que tienen niveles de expresión modificados en los clones 
frente a la línea parental. (B) Las barras coloreadas indican el número total de GEDs para 
cada clon (azul, C#1; verde, C#3; morado, C#6). La porción gris común a todas las barras 
representa el número de GEDs compartidos por los clones indicados a la izquierda. 
1.4. Estudios in vivo 
Tras validar la resistencia de los clones in vitro y comprobar la 
heterogeneidad de los mismos en cuanto a morfología y perfil de expresión génica, 
se quiso determinar si estas características se reproducían en modelos in vivo. Para 
ello, se inyectaron ratones desnudos con células BT474 y células de los clones 
resistentes, y se trataron tal y como se indica en “Materiales y Métodos”. 
En los ratones con xenoinjertos de BT474, el tratamiento con T-DM1 
disminuyó el volumen tumoral, lo cual no ocurrió en los ratones con xenoinjertos 
de células procedentes de los clones (Figura 14). Sin embargo, la cinética de 
crecimiento de los tumores en los ratones tratados con T-DM1 varió entre los 
diferentes clones, lo cual iba en consonancia con la heterogeneidad observada in 
vitro. Los tumores derivados de C#1 fueron los más resistentes a la acción de T-
DM1. Los derivados de C#3 mostraron una respuesta inicial a la acción del 
fármaco, pero no se observó regresión de la masa tumoral y, de hecho, los tumores 
recuperaron el crecimiento a partir del séptimo día de tratamiento. En los tumores 
derivados de C#6, T-DM1 pareció frenar inicialmente el crecimiento tumoral pero, 





Figura 14. Efecto de T-DM1 in vivo en ratones inyectados con células sensibles y 
resistentes a T-DM1. Los ratones recibieron una única dosis de T-DM1 (día 0 de 
tratamiento) y los tumores se midieron dos veces por semana. Los resultados se 
representan como la media ± d.e. del volumen tumoral de los ratones de cada grupo; n=5, 
control; n=5, T-DM1. La línea roja indica el volumen de los tumores en el momento del 
comienzo del tratamiento con T-DM1 (alrededor de 700 mm3), que se usó como referencia 
para determinar la progresión o regresión tumoral. 
La baja tasa de crecimiento de los tumores derivados de C#6 permitió seguir 
durante más tiempo el comportamiento de los mismos. Cabe destacar que la 
extensión del tratamiento con T-DM1 hasta un período de 9 semanas provocó la 
regresión completa de los tumores derivados de la línea parental BT474 (Figura 
15). Sin embargo, ese mismo tratamiento no evitó el crecimiento progresivo de las 
masas tumorales originadas a partir de las células C#6.  
 
Figura 15. Efecto del tratamiento prolongado con T-DM1 in vivo. Los ratones 
inyectados con células BT474 o C#6 recibieron un total de 3 dosis de T-DM1 (una dosis 
cada 3 semanas) y los tumores se midieron dos veces por semana. Los resultados se 
representan como la media ± d.e. del volumen tumoral de los ratones de cada grupo. 
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Una vez finalizado el estudio in vivo, se sacrificaron los animales y se 
obtuvieron los tumores de los ratones inyectados con las células resistentes. En el 
caso de la línea parental BT474, el tratamiento con T-DM1 provocó la regresión 
completa de los tumores, por lo que no se pudo conseguir esa muestra. Con el fin 
de determinar si el fármaco llegaba por igual a todos los tumores, se analizaron los 
niveles de T-DM1 por WB. Como era de esperar, en las muestras tumorales de los 
ratones control, que no recibieron el fármaco, no se detectó señal de T-DM1 
(Figura 16A). Los tumores derivados de ratones inyectados con C#1 y tratados con 
T-DM1 acumularon el fármaco en mayor medida que aquellos derivados de C#3 y 
C#6 (Figura 16A y B). 
 
Figura 16. Acumulación de T-DM1 en tumores control y tratados. Tras 3 semanas de 
tratamiento intravenoso (i.v.), se sacrificaron los animales, se extrajeron los tumores y se 
analizaron los niveles de T-DM1 por WB, usando un anticuerpo contra la cadena ligera de 
la inmunoglobulina humana (h-IgG (L)). El nivel de GAPDH se usó como control de carga. 
(B) Cuantificación de los niveles de T-DM1 en los tumores control (C) y tratados (T). La 
gráfica muestra la media ± d.e. de la intensidad de píxeles de la banda correspondiente a la 





2. DETERMINACIÓN DE UN MECANISMO DE RESISTENCIA A T-DM1 EN 
BT474 
Para determinar cómo se ha adquirido la resistencia a T-DM1 en los clones 
derivados de BT474 se realizó un estudio sistemático del camino que sigue el 
fármaco una vez que llega a las células cancerígenas. La alteración en alguno de los 
pasos implicados en la acción antitumoral de T-DM1, desde la unión del anticuerpo 
al antígeno hasta la liberación del citotóxico, pasando por la internalización y 
degradación lisosomal, podría suponer un mecanismo de resistencia (Barok et al. 
2014). 
2.1. Análisis del papel de HER2 (docking site) en la adquisición de 
resistencia a T-DM1 
2.1.1. Determinación de los niveles de HER2 total y HER2 en superficie 
Uno de los mecanismos descritos de resistencia a terapias anti-HER2 es la 
pérdida de dicha proteína o la presencia de formas truncadas que carecen del 
ectodominio (Scaltriti et al. 2007). Para evaluar si esto ocurría en los clones 
resistentes, se analizaron los niveles de HER2, tanto totales (por WB cuantitativo e 
IF) como en la superficie celular (por IP de superficie con T-DM1 y citometría de 
flujo). Como se muestra en la figura 17A, no se observaron diferencias sustanciales 
entre los niveles totales de HER2 en extracto proteico entre los clones resistentes y 
la línea parental. Los estudios de IF, usando trastuzumab para marcar HER2, 
mostraron patrones de distribución y niveles de la proteína similares, tanto a nivel 
intracelular como en la superficie celular (Figura 17C). Para verificar que los 
niveles de HER2 en superficie eran similares en todas las líneas celulares, en 
primer lugar se llevó a cabo una IP de superficie usando T-DM1 como anticuerpo 
primario (Figura 17B). Adicionalmente, se cuantificaron los niveles de proteína 
mediante un marcaje en superficie con T-DM1 y citometría de flujo (Figura 17D). 
Al realizar estos experimentos con T-DM1 como anticuerpo primario se demostró 
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no solo que los niveles eran similares entre la línea parental y todos los clones 
resistentes, sino también que la capacidad de unión de T-DM1 a HER2 de superficie 
se mantenía en los clones. 
 
Figura 17. Niveles de HER2 total y en superficie en los clones resistentes a T-DM1. Se 
analizaron los niveles totales de HER2 en las líneas celulares parental y resistentes a T-
DM1 por WB (A) o por IF (C). Para la IF, se fijaron las células y se marcó HER2 (rojo), 
usando trastuzumab como anticuerpo primario, y el DNA (azul). Escala: 7,5 μm. (C, D) 
Niveles de HER2 en la superficie celular de las líneas celulares parental y resistentes. Los 
niveles de HER2 se analizaron cuantitativamente mediante IP de superficie (B) o mediante 




2.1.2. Efecto del tratamiento con T-DM1 sobre los niveles de HER2 
Para valorar si el tratamiento con T-DM1 modificaba los niveles de HER2 en 
las distintas líneas celulares, se llevó a cabo una incubación con el fármaco a 
tiempos largos (hasta 5 días) y se analizaron los niveles totales de la proteína por 
WB. El tratamiento prolongado con T-DM1 no pareció tener ningún efecto notable 
sobre los niveles totales de HER2. Además, no se detectaron diferencias entre los 
distintos clones (Figura 18). 
 
Figura 18. Efecto del tratamiento prolongado con T-DM1 en los niveles de HER2. Se 
trataron las células con 5 nM T-DM1 durante los tiempos indicados y 30 µg de lisados 
celulares se analizaron por WB con un anticuerpo anti-HER2. Se utilizó la expresión de 
GAPDH como control de carga. 
2.1.3. Efecto de la pérdida de HER2 en la resistencia a T-DM1 
La pérdida de la dependencia de HER2 también se ha propuesto como 
mecanismo de resistencia a terapias anti-HER2 (Moasser 2007). Para explorar si 
una independencia adquirida del oncogén era responsable de la aparición de la 
resistencia a T-DM1 en los clones, se llevó a cabo el silenciamiento de HER2 
mediante secuencias de shRNA (Figura 19A) y se analizó el efecto en la 
proliferación celular (Figura 19B). Estos experimentos demostraron que tanto la 
línea parental BT474 como las líneas celulares resistentes tenían una fuerte 
dependencia de HER2, ya que el silenciamiento de la proteína afectaba 
sustancialmente la proliferación de todas ellas, indicando que las líneas resistentes 
seguían siendo adictas a HER2. 




Figura 19. Silenciamiento de HER2 en BT474 y en los clones resistentes a T-DM1. (A) 
Se analizaron extractos celulares de las diferentes líneas celulares transducidas con shRNA 
por WB, con un anticuerpo anti-HER2 o anti-calnexina, como control de carga. (B) Efecto 
del silenciamiento de HER2 en la proliferación celular. Una vez comprobado el 
silenciamiento, se sembraron las células en placas de 6 pocillos y se contaron a los 3 días. 
Los resultados se representan como el porcentaje de la media ± d.e., relativo a las células 
transducidas con un shRNA no codificante (pLKO); n=3. Se muestra un experimento 
representativo que se repitió dos veces. 
2.1.4. Estado de activación de las rutas de señalización reguladas por HER2 
en los clones resistentes 
Se ha descrito que la resistencia a terapias anti-HER2 puede surgir como 
consecuencia de la sobreactivación compensatoria de vías de señalización “aguas 
abajo” de HER2, en particular, la ruta de PI3K (Eichhorn et al. 2008). Para estudiar 
el estado de activación de múltiples intermediarios de señalización se utilizaron 
los arrays comerciales Proteome Profiler Human Phospho-Kinase, que permiten 
evaluar de manera simultánea la activación de 43 quinasas humanas. Estos 
experimentos mostraron que los patrones de fosforilación de las diferentes 
proteínas analizadas eran similares entre todas las líneas celulares, aunque, los 
clones C#1 y C#3 presentaban más semejanza entre ellos. El clon C#6 exhibió un 




destacar que no se detectó sobreactivación evidente de ninguna de las rutas de 
señalización principales “aguas abajo” de HER2 en los clones resistentes. 
 
Figura 20. Nivel de fosforilación de intermediarios de señalización en las líneas 
celulares parental y resistentes a T-DM1. Cada cuadrado representa la media de la 
señal obtenida para cada proteína, procedente de duplicados en el array. La escala de color 
represente la intensidad de píxeles tras cuantificar los arrays, en unidades arbitrarias 
(u.a.). 
2.2. Análisis del papel de la tubulina β en la adquisición de 
resistencia a T-DM1 
Una vez descartada la alteración del antígeno de superficie HER2 como 
responsable de la aparición de resistencia a T-DM1, se procedió a estudiar la diana 
intracelular contra la que va dirigido el citotóxico acoplado al anticuerpo, es decir, 
la tubulina β. 
2.2.1. Análisis de los husos mitóticos 
El mecanismo de acción de T-DM1 incluye la inhibición de la polimerización 
de los microtúbulos durante la mitosis (Verma et al. 2012). Por tanto, si el fármaco 
está ejerciendo su función se deberían detectar husos mitóticos aberrantes en las 
células tratadas. Como se observa en la figura 21A, T-DM1 perjudicó gravemente la 
formación del huso mitótico en la línea parental BT474, mientras que los clones 
resistentes se vieron mucho menos afectados por el tratamiento (Figura 21A y B). 




Figura 21. Efecto de T-DM1 en la formación del huso mitótico. (A) IF del huso mitótico 
tras la acción de T-DM1. Se trataron las células, se fijaron, se marcó tubulina β (verde) y el 
DNA (azul), y se tomaron imágenes representativas. Escala: 7,5 μm. (B) Análisis 
cuantitativo de las células mitóticas que presentan husos mitóticos normales. Se evaluaron 
los husos bipolares en las células mitóticas de las diferentes líneas celulares tratadas o no 
con T-DM1. El gráfico muestra el porcentaje de la media ± d.e. de dos experimentos 
independientes, calculada de la siguiente forma: número de células mitóticas con husos 





2.2.2. Análisis de mutaciones en tubulina β en los clones resistentes 
Para descartar posibles mutaciones en TUBB1, se llevó a cabo la 
secuenciación del gen, utilizando varios oligonucleótidos para abarcar la secuencia 
completa. Los oligos empleados se detallan en la tabla 7. El análisis de los 
electroferogramas no reveló ninguna mutación ni en la línea parental BT474 ni en 
los clones resistentes. 
2.2.3 Efecto de otros fármacos antimicrotúbulos en los clones resistentes 
Si la resistencia de los clones a T-DM1 estuviera relacionada con la acción del 
citotóxico sobre la diana molecular intracelular, es decir, sobre la tubulina β, el 
tratamiento de las líneas celulares con el fármaco libre (sin conjugar al anticuerpo) 
no debería tener un efecto terapéutico sobre las células. Para comprobarlo, se 
trataron todas las líneas celulares con DM1 libre (mertansina) y con otros 
fármacos antimicrotúbulos usados en la clínica, como vinorelbina y docetaxel. Los 
experimentos de proliferación celular indicaron que los diferentes clones eran 
sensibles a todos estos compuestos. Sin embargo, se observaron diferencias en la 
potencia antiproliferativa de vinorelbina y docetaxel entre los diferentes clones, lo 
cual estaba en consonancia con el comportamiento diferencial observado entre 
ellos al analizar otras propiedades biológicas (Figura 22A). Los análisis del ciclo 
celular demostraron que estos fármacos provocaban parada en G2/M tanto en las 
líneas resistentes como en la parental (Figura 22B). 
Estos datos, junto con las imágenes de husos mitóticos y la secuencia intacta 
de la tubulina β, indicaron que la funcionalidad de la tubulina β no se encontraba 
alterada en los clones. 




Figura 22. Efecto del compuesto DM1 libre (mertansina) y de otros fármacos 
antimicrotúbulos usados en clínica en la proliferación celular de células parentales 
y resistentes a T-DM1. (A) Las células se trataron con concentraciones crecientes de los 
distintos fármacos y se evaluó la proliferación por metabolización de MTT a los 3 días. Los 
resultados se representan como el porcentaje de la media ± d.e., relativo a la condición 
control (sin fármaco); n=3. Se muestra un experimento representativo que se repitió tres 
veces. (B) Las células se trataron con los distintos fármacos durante 24 horas y se analizó 
la distribución de las fases del ciclo celular por tinción con PI y citometría de flujo. Los 
resultados muestran el porcentaje de células en cada una de las fases del ciclo de un experimento 




2.2.4 Expresión de bombas de expulsión de fármacos 
Un mecanismo de resistencia común a múltiples agentes citotóxicos, que 
también se ha descrito en modelos preclínicos de ADCs (Loganzo et al. 2015), es la 
sobreexpresión de bombas de expulsión de fármacos pertenecientes a la 
súperfamilia de proteínas ABC. Una excesiva extrusión de DM1 fuera de la célula 
implicaría que no se alcanzaría la concentración intracelular adecuada necesaria 
para ejercer la acción antiproliferativa. De hecho, los maitansinoides han sido 
descritos como sustratos de transportadores de fármacos como PgP/MDR1 
(Lambert y Chari 2014). Para evaluar los niveles de mRNA de todos los miembros 
de la súperfamilia, se utilizaron los datos de expresión génica de los microarrays, 
pero no se detectó sobreexpresión de ninguno de ellos en los clones resistentes 
(Figura 23). Adicionalmente, se evaluó la expresión de SLC46A3 (datos no 
mostrados), una proteína de la membrana lisosomal encargada de transportar 
desde el lumen del lisosoma al citoplasma los catabolitos resultantes de la 
degradación de ADCs con enlaces no-procesables y que podría tener un papel en la 
resistencia a este tipo de ADCs (Hamblett et al. 2015). Sin embargo, tampoco se 
detectaron diferencias en la expresión de la misma entre la línea parental y las 
resistentes a T-DM1. 
 
Figura 23. Expresión génica de transportadores ABC en los clones resistentes a T-
DM1. Se analizó la expresión génica diferencial de 50 genes pertenecientes a diferentes 
subfamilias de ABCs en los clones resistentes frente a la línea parental BT474. Las escalas 
verde y roja representan la tasa de cambio (fold change) de los genes infraexpresados y 
sobreexpresados, respectivamente. El color gris representa los genes excluidos por no 
cumplir el criterio de significación (p valor de ANOVA ≤ 0,05). 
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2.3. Análisis de la internalización de T-DM1 
2.3.1. Análisis de enriquecimiento de los genes expresados diferencialmente 
en los clones resistentes 
Además de ser utilizados para evaluar la expresión de genes de interés que 
pudieran tener un papel relevante en la adquisición de resistencia, los datos de 
expresión génica también se utilizaron para explorar componentes celulares que 
pudieran estar alterados en los clones resistentes a T-DM1. Para ello se empleó la 
herramienta web Enrichr, un programa de análisis de enriquecimiento que 
proporciona un resumen de los términos de ontología génica atribuidos a listas de 
genes expresados diferencialmente. El proyecto Ontología Génica (GO, Gene 
Ontology) proporciona un vocabulario controlado para describir el gen y los 
atributos del producto génico en cualquier organismo. Consta de dos partes: (i) la 
ontología por sí misma; que informa de la función molecular de los productos 
génicos; su rol en los procesos biológicos y su localización en componentes 
celulares; y (ii) la anotación, que caracteriza los productos génicos usando 
términos de la ontología (Gene Ontology 2015). Al introducir en Enrichr las tres 
listas de genes, correspondientes a la expresión diferencial de cada uno de los 
clones respecto a la línea parental, y filtrar los resultados por “componente celular” 
se obtuvieron los términos enriquecidos en las líneas resistentes. Como se observa 
en la figura 24, los términos de GO relacionados con la vía endocítica se 
encontraban enriquecidos en todos los clones resistentes, compartiendo además 
algunos de ellos tales como lisosoma o vacuola. Estos estudios apuntaban al tráfico 
endosomal o a la función lisosomal como procesos subcelulares que podrían ser 





Figura 24. Análisis de enriquecimiento por “componentes celulares” de los datos de 
expresión génica de los clones resistentes a T-DM1. Se clasificaron los genes que 
cumplían los filtros (≥ 2 de tasa de cambio y p-valor ≤ 0,05 de significación) usando como 
GO “componentes celulares”. La red representa los términos GO enriquecidos en los clones 
(bolas de colores) y la relación entre ellos. 
2.3.2. Internalización de T-DM1 marcado con biotina 
Para cuantificar la internalización de T-DM1, se marcó el fármaco con un 
compuesto de biotina reducible. Este agente contiene un puente disulfuro en su 
brazo espaciador, lo que permite que el fármaco marcado pueda ser reducido y 
liberado de la biotina tras el tratamiento con un agente reductor, como glutatión. 
Esto permite anular la señal correspondiente al T-DM1 residual que permanece 
unido a la membrana plasmática, detectando únicamente el T-DM1 que ha pasado 
a compartimentos intracelulares. Estos experimentos mostraron que el T-DM1 
biotinilado era internalizado, tanto en las células BT474 como en los clones 
resistentes (Figura 25B). 




Figura 25. Internalización de T-DM1 a lo largo del tiempo. (A) Marcaje de T-DM1 con 
biotina reducible. (B) Se trataron las células con un pulso de 30 minutos a 4°C con 10 nM 
T-DM1-SS-biotina y se incubaron a 37°C los tiempos indicados. A continuación, la biotina 
accesible en la superficie celular se liberó mediante un tratamiento con glutatión, se 
lisaron las células, se precipitaron los extractos celulares con estreptavidina-sefarosa y se 
analizaron los niveles de T-DM1 por WB, usando un anticuerpo anti-humano-HRP. GSH: 
glutatión reducido, GSSG: glutatión oxidado. 
2.3.3. Detección de T-DM1 por IF 
Para profundizar en los estudios de internalización de T-DM1, se realizó un 
análisis por IF en todas las líneas celulares. Las células recibieron un pulso de T-
DM1 y se permitió la internalización del fármaco durante distintos tiempos. La 
fijación y tinción de las células inmediatamente después del pulso mostró que la 
distribución de T-DM1 estaba restringida a la superficie celular (Figura 26, 0 min). 




observó una tinción punteada, que sugería acumulación intracelular de T-DM1. 
Esta acumulación resultó mucho más evidente cuando se usó cloroquina, un agente 
que causa el atrapamiento del material endocitado dentro de la célula (El-Sayed et 
al. 2009). Para confirmar la redistribución de T-DM1 desde la superficie celular a 
un patrón intracelular punteado, se realizó IF in vivo, mediante experimentos de 
time lapse (Rios-Luci et al. 2017). Al extender los tiempos de incubación, se 
observaron diferencias en el patrón de distribución de T-DM1 entre las distintas 
líneas celulares. Transcurridos tres días, la mayor parte del fármaco había 
desaparecido de la superficie de las células BT474 y solo quedaban unos pocos 
puntos intracelulares (Figura 26). Por el contrario, en los clones C#1 y C#3, una 
cantidad sustancial de T-DM1 permanecía en estructuras punteadas. En el caso del 
clon C#6, algo de T-DM1 era aún detectable en la superficie celular. 
 
Figura 26. IF de T-DM1 en las líneas celulares. Se trataron las células con un pulso de 
15 minutos a 37°C con 10 nM T-DM1 y se incubaron a 37°C los tiempos indicados. 
Posteriormente, se fijaron las células y se marcó T-DM1 (rojo), usando anti-humano-Cy3 
como anticuerpo, y el DNA (azul). Escala: 7,5 μm. CQ: 50µM cloroquina. 
CAPÍTULO I: RESISTENCIA A T-DM1 EN CÁNCER DE MAMA
 
118 
2.3.4. Seguimiento de T-DM1 a tiempos largos (time-lapse) 
Estas diferencias entre las líneas observadas tras 3 días de incubación, 
impulsaron la realización de IF in vivo a tiempos de incubación más largos, para 
determinar si los clones que mostraban acumulación del ADC terminaban 
procesándolo eventualmente. Los estudios de time lapse hasta 5 días mostraron 
una acumulación progresiva del fármaco en estas estructuras punteadas a lo largo 
del transcurso del tiempo del experimento en C#1. De manera contraria, en la línea 
parental BT474 la señal de T-DM1 prácticamente acababa desapareciendo (Rios-
Luci et al. 2017). 
2.3.5. Colocalización con marcadores de la ruta endocítica 
A continuación, se llevaron a cabo experimentos de colocalización con 
marcadores de orgánulos intracelulares con el objetivo de identificar el sitio de 
acumulación de T-DM1 en las células resistentes. En estos experimentos se detectó 
una colocalización sustancial entre T-DM1 y el marcador de vesículas ácidas 
LysoTracker DND99 tras 3 días de incubación (Figura 27). El análisis cuantitativo 
de las imágenes adquiridas mostró una tasa de colocalización LysoTracker/T-DM1 






Figura 27. Colocalización de T-DM1 con el marcador de vesículas ácidas, 
LysoTracker. Se trataron las células con un pulso de 15 minutos a 37°C con 10 nM T-DM1 
y se incubaron a 37°C durante 3 días. Posteriormente se fijaron las células y se marcó T-
DM1 (verde), usando anti-humano-Dylight®488 como anticuerpo, vesículas ácidas (rojo), 
con un tratamiento de 30 minutos con LysoTracker, y el DNA (azul). El área punteada 
define la zona amplificada (segunda fila). Escala: 7,5 μm. La colocalización entre T-DM1 y 
LysoTracker se muestra en blanco (tercera fila). Los gráficos de dispersión de la 
fluorescencia obtenidos a partir de las imágenes adquiridas se analizaron con el programa 
LAS AF (última fila). Los píxeles correspondientes a fluorescencia puramente roja o verde 
se encuentran entre los ejes de abscisas/ordenadas y las líneas blancas; los píxeles en los 
que colocalizan ambos colores se encuentran en la región central del gráfico (entre las 
líneas blancas). La tasa de colocalización LysoTracker/T-DM1, calculada como el ratio del 
área de señal de colocalización respecto al área total de fluorescencia, se indica en el 
gráfico. 
Para precisar el tipo de vesículas ácidas en las que se encontraba atrapado T-
DM1, se realizaron IF adicionales con marcadores y proteínas de fusión de la ruta 
endocítica. Se detectó colocalización con el marcador lisosomal LAMP1 (lysosomal-
associated membrane protein 1, proteína 1 de membrana asociada a lisosoma), 
especialmente en los clones C#1 y C#3, donde la cantidad de T-DM1 retenido 
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dentro de la célula era muy abundante. Esta colocalización también estaba 
presente en la línea parental BT474 y el clon C#6, aunque en un grado mucho 
menor (Figura 28). 
Figura 28. Acumulación intracelular de T-DM1 en lisosomas. Se trataron las células 
con un pulso de 15 minutos a 37°C con 10 nM T-DM1 y se incubaron a 37°C durante los 
tiempos indicados. Posteriormente se fijaron las células y se marcó T-DM1 (rojo), usando 
anti-humano-Cy3 como anticuerpo, lisosomas (verde), y el DNA (azul). Escala: 7,5 μm. 
2.4. Análisis de la degradación lisosomal de T-DM1 
2.4.1. Análisis del pH lisosomal 
La acumulación intracelular de T-DM1 en los clones C#1 y C#3 sugería que el 
mecanismo de resistencia al fármaco podría estar vinculado a un procesamiento 
deficiente de T-DM1, que tiene que degradarse completamente para liberar el 
citotóxico. Esta falta de procesamiento proteolítico podría deberse a una función 
lisosomal alterada. Dado que el pH ácido característico de los lisosomas es crucial 
para la función óptima de las enzimas proteolíticas lisosomales, se evaluó si T-DM1 
alcanzaba ese ambiente ácido dentro de los lisosomas. Para ello, se marcó T-DM1 
con pHrodo, un fluorocromo rojo que apenas es fluorescente a pH neutro, pero 
cuya fluorescencia se incrementa drásticamente en ambientes ácidos (Nath et al. 





Figura 29. Marcaje de T-DM 1 con pHrodo y evolución de su fluorescencia a lo largo 
de la ruta endocítica. 
Se incubaron las células con 5 nM pHrodo-T-DM1 durante 24 horas y se 
analizaron las señales de fluorescencia mediante microscopía in vivo o por 
citometría de flujo. En las células BT474 y en el clon C#6, se detectó fluorescencia 
intracelular (Figura 30A). Por el contrario, en las células de los clones C#1 y C#3, la 
señal fluorescente fue mucho más débil. El análisis cuantitativo por citometría de 
flujo corroboró estas diferencias en la señal de fluorescencia en los clones C#1 y 
C#3 respecto a la línea parental (Figura 30B). Estos resultados apuntaron a que el 
pH en los compartimentos alcanzados por pHrodo-T-DM1 era sustancialmente 
más alto en los clones C#1 y C#3 en comparación con las células BT474. 




Figura 30. Valoración del pH en los compartimentos intracelulares alcanzados por 
T-DM1. (A) Se trataron las células con 5 nM pHrodo-T-DM1 durante 24 horas a 37°C y se 
analizaron por microscopía de epifluorescencia. Se tomaron imágenes representativas de 
la fluorescencia roja emitida por las distintas líneas celulares e imágenes de contraste de 
fases de los mismos campos (objetivo 40X). Escala: 50 µm. (B) Se trataron las células como 
en (A), se recolectaron y se analizaron por citometría de flujo. Se representa el porcentaje 
de células positivas para fluorescencia roja como la media ± d.e. de tres experimentos 
independientes. 
2.4.2. Análisis de la actividad proteolítica lisosomal 
A continuación, se exploró la actividad proteolítica de los lisosomas usando 
como indicador la actividad de catepsina B (Chan et al. 2016). Como se muestra en 
la figura 31, la actividad de catepsina B de C#6 fue similar a la de la línea parental 
BT474. Sin embargo, se observaron actividades significativamente menores en los 
clones C#1 y C#3. En conjunto, estos datos indicaron que el pH lisosomal se 




una actividad proteolítica global alterada, resultando en un procesamiento 
inadecuado de T-DM1, requisito indispensable para que el citotóxico ejerza su 
acción antitumoral. 
 
Figura 31. Actividad proteolítica de la enzima lisosomal catepsina B. Se representa la 
fluorescencia relativa a la de las células parentales como la media ± d.e. de tres 
experimentos independientes. 
2.4.3. Análisis de la capacidad autofágica de los clones 
Dado que la disfunción lisosomal podría ser consecuencia de algún defecto en 
el proceso de autofagia, se evaluó el flujo autofágico en todas las líneas celulares 
tras el tratamiento con inhibidores (bafilomicina A1) o inductores (rapamicina) del 
proceso. Para caracterizar el proceso de autofagia se analizaron los niveles de LC3-
II y p62 por WB. La proteína LC3 tiene dos isoformas, LC3-I y LC3-II. Esta última 
isoforma se encuentra conjugada con fosfatidiletanolamina y está presente en las 
membranas de autofagosomas y autolisosomas. LC3-II se degrada durante la 
autofagia, sin embargo, esta degradación se puede evitar si se bloquea la fusión 
entre autofagosomas y lisosomas usando compuestos como bafilomicina A1 
(Rodriguez-Arribas et al. 2017). Este fármaco es un inhibidor de la V-ATPasa 
lisosomal que causa un incremento en el pH lisosomal/vacuolar y, en última 
instancia, inhibe la autofagia (Klionsky et al. 2016). Como se muestra en la figura 
32, el tratamiento con bafilomicina A1 provocó un incremento de LC3-II tanto en la 
línea parental como en los clones resistentes. Por otro lado, p62 es un sustrato de 
la autofagia que interacciona directamente con LC3 y se degrada durante el 
proceso autofágico (Rodriguez-Arribas et al. 2017). Como se observa en la figura 
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32, el tratamiento con rapamicina, un inhibidor de mTOR que provoca inducción 
de la autofagia, causó la disminución de los niveles de p62 en todas las líneas 
celulares. En conjunto, estos datos sugirieron que el proceso de autofagia se 
preservaba en todas las líneas celulares analizadas y, por tanto, no era responsable 
de la disfunción lisosomal observada. 
 
Figura 32. Proceso de autofagia en los clones resistentes a T-DM1. (A) Se trataron las 
líneas celulares con 500 nM rapamicina o 100 nM bafilomicina A1 durante 18 horas para 
estimular o inhibir la autofagia, respectivamente. A continuación, se lisaron las células y se 
analizó la expresión de los marcadores de autofagia (LC3 y p62) mediante WB. Se utilizó la 
expresión de GAPDH como control de carga. (B) Análisis cuantitativo de la intensidad de 
banda de LC3-II y p62 relativa a la de GAPDH (control de carga). Los datos se representan 




2.4.4. Manipulación del pH lisosomal para modular el efecto de T-DM1 
Si la disfunción lisosomal por alcalinización del pH tenía un papel relevante 
en la resistencia a T-DM1, se esperaría que la manipulación artificial del pH 
lisosomal en la línea parental sensible al fármaco revirtiera los efectos 
antiproliferativos de T-DM1, haciéndoles más resistentes al mismo. Para afrontar 
esta cuestión, se utilizó de nuevo el inhibidor de la V-ATPasa, bafilomicina A1. La 
preincubación con bafilomicina A1 provocó una disminución de la fluorescencia 
emitida por pHrodo-T-DM1, confirmando la alcalinización lisosomal (Figura 33A). 
Además, bafilomicina A1 revirtió parcialmente el efecto antiproliferativo de T-DM1 
en la línea parental BT474 (Figura 33B). 




Figura 33. Efecto de la modulación del pH lisosomal en la acción de T-DM1. (A) 
Efecto de bafilomicina A1 en el pH lisosomal. Se trataron las células con 5 nM pHrodo-T-
DM1 durante 24 horas a 37°C, en presencia o ausencia de 10 nM bafilomicina A1, se 
recolectaron y se analizaron por citometría de flujo. Se representa el porcentaje de células 
positivas para fluorescencia roja como la media ± d.e. de tres experimentos 
independientes. (B) Efecto de bafilomicina A1 en la sensibilidad de BT474 a T-DM1. Se 
trataron todas las líneas celulares con 5 nM T-DM1, 1 nM bafilomicina A1 o ambos y se 
evaluó la proliferación por metabolización de MTT a los 5 días. Los resultados se 
representan como el porcentaje de la media ± d.e., relativo a la condición control (sin 




2.5. Validación del mecanismo de resistencia en un modelo de PDX 
Finalmente, se exploró si el mecanismo de resistencia a T-DM1 descrito en 
células derivadas de BT474 también tenía lugar en material derivado de pacientes. 
Para ello, se usaron cultivos celulares establecidos a partir de un PDX HER2+ 
(PDX118) (Vicario et al. 2015). Estos cultivos celulares, inicialmente sensibles a T-
DM1, se mantuvieron en presencia de concentraciones crecientes del fármaco, 
hasta obtener dos cultivos independientes (TD44 y TD55) (Figura 34A). Estas 
células fueron resistentes a la acción antiproliferativa de T-DM1, en comparación 
con las células parentales (Figura 34B). Además, los análisis de WB confirmaron el 
fenotipo HER2+ de todas ellas, aunque los clones resistentes presentaron niveles 
totales de HER2 más bajos que la línea parental (Figura 34C). Sin embargo, 
experimentos preliminares no mostrados indicaron que la resistencia a T-DM1 no 
se podía achacar a tal disminución de HER2. 
  




Figura 34. Caracterización de las líneas celulares derivadas del PDX118. (A) 
Representación esquemática de la generación de las líneas celulares resistentes a T-DM1. 
Las células parentales se obtuvieron de un xenoinjerto HER2+ derivado de un paciente 
(PDX118), que se mantuvo mediante pases en ratones, y se cultivaron en presencia de dosis 
crecientes de T-DM1 durante 45 días hasta establecer dos cultivos celulares independientes 
(TD44 y TD55). (B) Las células se trataron con concentraciones crecientes de T-DM1 y se 
evaluó la proliferación por cristal violeta a los 7 días. Los resultados se representan como el 
porcentaje de la media ± d.e., relativo a la condición control (sin fármaco) de 6 experimentos 
independientes. (C) Niveles totales de HER2 en las líneas celulares parental y resistentes 
analizados por WB. Se utilizó la expresión de GAPDH como control de carga. 
En primer lugar se exploró por IF si T-DM1 llegaba y/o se acumulaba en los 
lisosomas en las líneas resistentes. Estos estudios demostraron una fuerte 
colocalización de T-DM1 y el marcador lisosomal LAMP1 (Figura 35A), que resultó 
ser significativamente superior, en comparación con la línea parental, en el caso de 
las células TD55 (Figura 35B). Para valorar el pH de los compartimentos 
intracelulares alcanzado por T-DM1, se repitió la estrategia empleada con los 
clones derivados de BT474, usando T-DM1 conjugado con pHrodo. La tinción 
mostró una disminución estadísticamente significativa en las células TD44 y TD55, 





Figura 35. Funcionalidad lisosomal en las líneas celulares derivadas del PDX118 
resistentes a T-DM1. (A) Se trataron las células con un pulso de 10 nM T-DM1 durante 30 
minutos a 4°C y se incubaron a 37°C durante 4 días. A continuación, se fijaron y se marcó 
T-DM1 (verde), lisosomas (rojo) y el DNA (azul). Se muestran micrografías 
representativas de las proyecciones máximas de z-stack. Escala: 10 μm. (B) Análisis de 
colocalización de T-DM1 con LAMP1 en las líneas celulares resistentes, realizado a partir de las 
imágenes adquiridas en (A), usando el programa ImageJ. El área de colocalización se calculó 
como el ratio del área de señal de doble fluorescencia (roja y verde) respecto al área total de la 
imagen, normalizada respecto al número de núcleos. Los datos se representan como la media 
± d.e. de 5 campos visuales no solapantes. (C) Se trataron las células con 100 ng/ml de 
pHrodo-T-DM1 durante 24 horas a 37°C, se recolectaron y se analizaron por citometría de 
flujo. Se representa la intensidad media de fluorescencia (IMF), relativa a las células 





Capítulo II: Potencial terapéutico de T-DM1 en cáncer 
de ovario HER2 positivo 
1. IDENTIFICACIÓN DE HER2 COMO DIANA TERAPÉUTICA EN CÁNCER 
DE OVARIO 
A pesar de los avances en cirugía y quimioterapia, el cáncer de ovario 
metastásico sigue siendo una enfermedad incurable, debido en parte a la falta de 
estrategias terapéuticas efectivas. Por ello, se está poniendo mucho esfuerzo en 
definir dianas moleculares potenciales que pudieran aumentar la supervivencia de 
las pacientes con esta patología. Entre los diferentes tratamientos experimentales 
que se están probando en ensayos clínicos, los agentes que actúan sobre tirosina 
quinasas, por su importante papel como mediadoras de la señalización celular, han 
recibido una atención especial (Ocana y Pandiella 2013). 
1.1. Análisis del perfil de tirosina quinasas activas en muestras de 
pacientes con cáncer de ovario 
Las tirosina quinasas tienen un papel crucial en la iniciación y progresión del 
cáncer, por ello, se diseñó un estudio para evaluar el estado de activación de varias 
tirosina quinasas en cáncer de ovario. Se optó por estudiar el estado de activación 
en lugar de los niveles totales de expresión dado que este dato está ligado a la 
funcionalidad de las quinasas y, por tanto, resulta más preciso a la hora de 
determinar su potencial relevancia en la iniciación y progresión del cáncer 
(Lemmon y Schlessinger 2010). La actividad tirosina quinasa se puede analizar 
directamente mediante ensayos de actividad, pero es más frecuente determinarla 
mediante la fosforilación en determinados residuos de tirosina considerados 
marcas de activación. Otro prerrequisito del estudio fue analizar tirosina quinasas 
contra las cuales hubiera fármacos ya disponibles o en ensayos clínicos, con el 
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objetivo de trasladar rápidamente los hallazgos encontrados a la práctica clínica. 
Esto restringió el análisis a 22 tirosina quinasas, incluyendo RTKs y quinasas 
citosólicas. La lista de quinasas seleccionadas, así como los fármacos (aprobados 
por la FDA) que actúan contra ellas (Ursu et al. 2017) se muestra en la tabla 8. Se 
añadieron también al estudio otros tres RTKs: HER4, DTK y EPHA2. El primero se 
incluyó debido al papel tan relevante de los receptores ERBB en cáncer, aunque no 
hay agentes contra esta quinasa bajo desarrollo clínico. Las otras dos quinasas se 
espera que estén inactivas y se incluyeron como controles negativos. 
Tabla 8. Tirosina quinasas analizadas y fármacos disponibles contra ellas. 
Nombre Fármacos 
EGFR 
Neratinib, Olmutinib, Osimertinib, Gefitinib, Erlotinib, Lapatinib, 
Icotinib, Afatinib, Necitumumab, Panitumumab, Cetuximab 
HER2 Trastuzumab, Lapatinib, Pertuzumab, T-DM1, Afatinib, Neratinib 
HER3 MM-121*, Patritumab* 
C-KIT Axitinib, Dasatinib, Pazopanib, Imatinib, Sunitinib 
MET Cabozantinib, Crizotinib 
PDGFRα Olaratumab, Ponatinib, Axitinib 
PDGFRβ Axitinib, Sunitinib, Sorafenib 
FLT3 Midostaurin, Sorafenib, Cabozantinib  
CSF-1R Pazopanib, Sunitinib 
RET1 Cabozantinib, Alectinib, Sunitinib  
RET2 Cabozantinib, Alectinib, Sunitinib 
IGF1R Sunitinib, Masoprocol 
VGFR1 Axitinib, Pazopanib, Sunitinib, Nintedanib 
VGFR2 Ramucirumab, Cabozantinib, Axitinib, Pazopanib, Regorafenib 
VGFR3 Axitinib, Nintedanib, Pazopanib  
FAK GSK2256098* 
SRC Dasatinib, Bosutinib 
ABL Nilotinib, Imatinib, Radotinib, Dasatinib, Ponatinib, Bosutinib 
FGFR1 Nintedanib, Pazopanib 
FGFR2 Nintedanib 
FGFR3 Nintedanib, Pazopanib 
FGFR4 Nintedanib 
*En ensayos clínicos; aún no aprobados para uso comercial. 
Debido a la falta de disponibilidad de arrays comerciales que cubrieran el 
conjunto de tirosina quinasas que se deseaba estudiar, se prepararon dichos arrays 




cada antígeno para seleccionar los anticuerpos de captura óptimos que se usarían. 
Se adsorbieron por duplicado los anticuerpos en la membrana de nitrocelulosa y se 
hibridaron los lisados proteicos de los distintos tumores de ovario. La figura 36 
detalla el mapa con la posición de los anticuerpos de captura usados en el array, así 
como un resultado representativo, generado tras la hibridación y el WB. 
 
Figura 36. Arrays de tirosina quinasa “caseros”. (A) Mapa 2D que detalla la posición de 
los diferentes anticuerpos de captura usados en el array. C+: controles positivos. Ig o PBS: 
controles negativos. (B) Imagen de un array representativo de una muestra tumoral. 
Se analizaron dieciséis muestras de tumores de ovario mediante estos arrays 
de anticuerpos. Las características de las pacientes se detallan en la tabla 9. 
Tabla 9. Características de las pacientes de cáncer de ovario. 
Edad µ=60,37 (43-77) % n=16 
Tipo tumoral 
Cistoadenocarcinoma 68,75% n=11 
Tumor borderline 6,25% n=1 
Carcinoma seroso 18,75% n=3 
Indiferenciado 6,25% n=1 
Estadio 
IA 6,25% n=1 
IIIA 12,50% n=2 
IIB 12,50% n=2 
IIC 12,50% n=2 
IIIC 56,25% n=9 
ECOG 
0 7,70% n=1 
1 61,50% n=8 
2 23,10% n=3 
4 7,70% n=1 
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Al analizar los datos obtenidos tras hibridar todas las muestras con los 
arrays, se observó que las tirosina quinasas que se encontraban más 
frecuentemente activas eran HER2 (95% de los pacientes), HER3 (80%), EGFR 
(37%), FAK (37%) y HER4 (25%) (Figura 37A). Cabe destacar que estos análisis 
también revelaron que con frecuencia coexistían varias quinasas activas en un 
mismo tumor (Figura 37B). 
 
Figura 37. Perfil de tirosina quinasas activas en muestras tumorales de pacientes 
con cáncer de ovario. (A) Las tirosina quinasas fosforiladas en cada uno de los tumores 
se muestran como cuadrados negros. (B) Frecuencia de activación en el total de muestras 




1.2. Análisis del potencial de HER2 como diana terapéutica en cáncer 
de ovario 
1.2.1. Efecto del silenciamiento de HER2 en la proliferación de células de 
cáncer de ovario 
Los estudios anteriores indicaron que los receptores ERBB, en particular 
HER2, se encontraban constitutivamente activos en una gran proporción de las 
muestras de cáncer de ovario. Para investigar la relevancia de estos receptores en 
la proliferación celular, se usaron cuatro líneas celulares de carcinoma de ovario 
en las que se analizó en primer lugar el estado de activación de los receptores 
ERBB por WB. Como se observa en la figura 38, las líneas celulares SKOV3 y 
OVCAR8 expresaron formas activas de EGFR, HER2 y HER3, y dicha expresión no 
se vio sustancialmente afectada por la presencia de suero en el medio, cuya riqueza 
en factores de crecimiento tales como EGF podría desvirtuar el resultado del 
estado de activación de los receptores. Las células IGROV1 mostraron expresión y 
activación de los cuatro receptores ERBB. En comparación con las otras líneas 
celulares, las células A2780 e IGROV1 presentaron cantidades muy pequeñas de 
HER2 activo. La línea A2780 no expresó niveles detectables de EGFR, HER3 o HER4 
activos. Cabe destacar que HER2 fue el único receptor de la familia HER que se 
expresaba y, además, se encontraba activo en las cuatro líneas celulares de 
carcinoma de ovario, aunque en distinto grado. Esta última observación va en 
consonancia con los datos obtenidos de las muestras de pacientes usando los 
arrays de anticuerpos, donde se detectó HER2 como la quinasa más 
frecuentemente activada. 




Figura 38. Niveles de receptores ERBB totales y activos en líneas celulares de cáncer 
de ovario. Las células se cultivaron durante 12 horas en presencia o ausencia de FBS, se 
lisaron y se inmunoprecipitaron con los anticuerpos contra cada uno de los receptores. 
Para ver activación, se utilizó un anticuerpo anti-fosfo-tirosina y para los niveles totales, 
anticuerpos específicos para cada receptor. Se usó GAPDH como control de carga. 
Para explorar la relevancia de HER2 en el control de la proliferación de las 
líneas celulares de cáncer de ovario, se silenciaron los niveles de la proteína 




produjeron un mayor nivel de silenciamiento se seleccionaron para llevar a cabo 
los ensayos funcionales. Como se muestra en la figura 39A, se obtuvo un 
silenciamiento eficiente de HER2 en las cuatro líneas celulares con los dos shRNAs 
usados. Esta reducción en los niveles de HER2 afectó profundamente la 
proliferación de las SKOV3 y OVCAR8. Por el contrario, el efecto en proliferación 
celular fue mucho menor en las células A2780 e IGROV1 (Figura 39B). 
 
Figura 39. Silenciamiento de HER2 en líneas celulares de cáncer de ovario. (A) Se 
analizaron extractos celulares de las diferentes líneas celulares transducidas con shRNAs 
por IP seguida de WB, con un anticuerpo anti-HER2. (B) Efecto del silenciamiento de HER2 
en la proliferación celular. Una vez comprobado el silenciamiento, se sembraron las células en 
placas de 6 pocillos y se contaron a los 5 días. Los resultados se representan como el 
porcentaje de la media ± d.e., relativo a las células transducidas con un shRNA no codificante 
(pLKO); n=3. Se muestra un experimento representativo que se repitió dos veces. 
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1.2.2. Efecto de la inhibición farmacológica de HER2 in vitro 
Los efectos antiproliferativos observados en las líneas celulares de ovario 
tras el bloqueo genético de HER2 sugerían que un bloqueo farmacológico del 
receptor podría ejercer una acción antitumoral en cáncer de ovario. Por ello, se 
evaluó el efecto de fármacos aprobados en terapias dirigidas contra HER2. Se 
trataron las cuatro líneas celulares con trastuzumab, pertuzumab, lapatinib o T-
DM1 y se analizó la proliferación celular tras 7 días de tratamiento. Como se 
observa en la figura 40, la adición de trastuzumab o pertuzumab no afectó la 
proliferación en ninguna de las líneas estudiadas. Por el contrario, en todas ellas se 
observó un fuerte efecto antiproliferativo tras el tratamiento con T-DM1. La línea 
celular más sensible a T-DM1 fue SKOV3 y la más resistente, A2780. En lo que 
respecta al tratamiento con lapatinib, redujo ligeramente la proliferación en el caso 
de SKOV3, mientras que en OVCAR8 y A2780 el efecto del fármaco fue marginal. 
Curiosamente, lapatinib inhibió sustancialmente la proliferación de las células 
IGROV1, a pesar de que esta línea celular fue bastante insensible al silenciamiento 
de HER2. Estas células también fueron bastante sensibles a la acción de T-DM1. 
 
Figura 40. Efecto de diferentes fármacos usados en terapias dirigidas contra HER2 
en la proliferación de líneas celulares de cáncer de ovario. Se trataron las células, 
sembradas en placas de 6 pocillos, con 1 µM lapatinib y 50 nM del resto de los fármacos 
indicados durante 7 días y se contaron. Los resultados se representan como el porcentaje 
de la media ± d.e., relativo a las células control (sin tratamiento); n=3. Se muestra un 




A continuación, se llevaron a cabo estudios de dosis-respuesta a T-DM1 en 
todas las líneas. Los datos obtenidos confirmaron el alto grado de sensibilidad de la 
línea SKOV3 con respecto al resto (Figura 41). De hecho, en estas condiciones de 
tratamiento, el valor de IC50 de T-DM1 en células SKOV3 estaba en el rango 
picomolar (IC50=20 pM), mientras que para el resto de las líneas celulares de 
cáncer de ovario los valores de IC50 fueron >10 nM. 
 
Figura 41. Dosis-respuesta a T-DM1 en las líneas de cáncer de ovario. Se sembraron 
las células, se trataron con las dosis indicadas de T-DM1 y se contaron a los 5 días. Los 
resultados se representan como el porcentaje de la media ± d.e., relativo a las células 
control (sin tratamiento); n=3. Se muestra un experimento representativo que se repitió 
dos veces. 
Estas diferencias en la sensibilidad a T-DM1 podrían estar ligadas a las 
diferencias en los niveles de HER2 presentes entre las distintas líneas celulares. 
Para comprobar si las células con niveles bajos de HER2 eran igual de eficientes en 
la internalización de T-DM1 como las líneas con niveles altos de la proteína, se 
llevaron a cabo experimentos de IF. Para evitar la degradación de T-DM1 y facilitar 
su visualización se usó cloroquina. Como se observa en la figura 42, todas las líneas 
celulares estudiadas fueron capaces de internalizar el fármaco. 




Figura 42. IF de T-DM1 en las líneas celulares de cáncer de ovario. Se trataron las 
células con un pulso de 2 horas a 4°C con 50 nM T-DM1 y se incubaron a 37°C durante 24 
horas. Posteriormente se fijaron las células y se marcó T-DM1 (rojo), usando anti-humano-




1.2.3. Efecto de la inhibición farmacológica de HER2 in vivo 
Parte del efecto antitumoral de trastuzumab se debe a mecanismos 
inmunológicos de ADCC (Clynes et al. 2000). Por lo tanto, es posible que su acción 
antitumoral en las células de ovario pudiera estar restringida a condiciones in vivo. 
Por ello, se llevaron a cabo experimentos para comparar el efecto in vivo de 
trastuzumab y T-DM1 en ratones inyectados de manera subcutánea con células 
SKOV3. Se seleccionó esta línea celular por sus altos niveles de receptores HER2 y 
su sensibilidad in vitro a T-DM1. Estos estudios mostraron que el tratamiento con 
trastuzumab ralentizó el crecimiento de los tumores, si se comparaban con los 
tumores de los ratones no tratados. Sin embargo, los tumores continuaron 
creciendo a lo largo del tiempo y no se observó regresión tumoral en ningún 
animal tratado con trastuzumab. Por otro lado, el tratamiento con T-DM1 no solo 
evitó el crecimiento tumoral, si no que provocó la regresión de los tumores (Figura 
43A). De hecho, tras dos dosis de T-DM1, los tumores en algunos ratones llegaron a 
ser indetectables tras 21 días desde la inyección inicial del fármaco. Además, no se 
observaron recidivas en el sitio de inyección ni 65 días después de la interrupción 
del tratamiento, independientemente del tamaño inicial del tumor (Figura 43B). 




Figura 43. Efecto de trastuzumab y T-DM1 in vivo en ratones inyectados con células 
SKOV3. (A) Los ratones recibieron dos dosis de fármacos (día 0 y 7 de tratamiento) y los 
tumores se midieron dos veces por semana. Los resultados se representan como la media 
± d.e. del volumen tumoral de los ratones de cada grupo; n=5, control; n=5, trastuzumab; 
n=5, T-DM1. Se llevaron a cabo análisis estadísticos de las mediciones obtenidas al final 
del experimento (día 28), con los siguientes resultados: control vs trastuzumab, p=0,504; 
control vs T-DM1, p=0,0001; trastuzumab vs T-DM1, p=0,004. Los p valores se calcularon 
mediante la prueba t de Student de dos colas. (B) Ausencia de recidivas en tumores 
grandes y pequeños tras la regresión provocada por el tratamiento con T-DM1. Los datos 
representados corresponden a las mediciones de dos tumores diferentes de dos animales 
distintos que se siguieron hasta 72 días desde el inicio del tratamiento (65 días después de 
la última inyección de T-DM1). 
El análisis bioquímico de los tumores reveló que ni el tratamiento con 
trastuzumab ni con T-DM1 afectaba los niveles totales de HER2 (Figura 44A). T-




que trastuzumab. Por otro lado, se observaron mayores niveles de pHER2 en los 
tumores de ratones tratados con trastuzumab, al compararlos con los no tratados o 
tratados con T-DM1 (Figura 44B). En conjunto, estos datos indicaron que T-DM1 
ejercía un importante efecto antitumoral en las células de cáncer de ovario, que 
claramente superó el efecto del trastuzumab. 
 
Figura 44. Tumores de ratones control y tratados con trastuzumab y T-DM1 
analizados a nivel bioquímico. (A) Dos días después de la segunda dosis, se obtuvieron 
los tumores de ratones de los diferentes grupos y se congelaron en nitrógeno líquido. Tras 
obtener el extracto proteico, se analizó la expresión de pHER2, HER2, pHER3, HER3, pAKT, 
AKT y calnexina por WB. (B) Cuantificación de los niveles de las distintas proteínas en los 
tumores control y tratados. La gráfica muestra la media ± d.e. de la intensidad de píxeles 
de la banda correspondiente a pHER2, pHER3 y pAKT, relativa a los niveles totales de la 
proteína correspondiente, para los distintos grupos de animales; n=4 tumores. *p valor ≤ 
0,05, **p valor ≤ 0,01, ***p valor ≤ 0,005. 
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1.2.4. Efecto de la combinación de T-DM1 con fármacos standard of care 
La mayoría de los tratamientos antitumorales están basados en 
combinaciones de fármacos, que han demostrado una clara actividad 
antiproliferativa superior a los tratamientos individuales. Por ello, se probaron 
combinaciones de T-DM1 con cisplatino, carboplatino, docetaxel o vinorelbina en 
las células SKOV3 y A2780, y los resultados se analizaron con el algoritmo de Chou-
Talalay (Chou et al. 1994). Un índice de combinación < 1 indica que las dosis 
capaces de producir un efeco dado en combinación son más bajas que las dosis 
esperadas de aditividad y pueden ser, por tanto, interpretadas como sinergismo. 
De manera similar, un índice de combinación > 1 indica que las dosis en 
combinación son superiores a las dosis esperadas para aditividad y puden 
interpretarse como antagonismo. Como se observa en la figura 45, T-DM1 mostró 
un efecto sinérgico con docetaxel y vinorelbina, especialmente en la línea SKOV3.  
 
Figura 45. Efecto de la combinación de T-DM1 con agentes quimioterapéuticos 
usados en cáncer de ovario (carboplatino, cisplatino, docetaxel y vinorelbina). Se 
trataron las células SKOV3 y A2780 con las dosis indicadas de los fármacos y se valoró su 
proliferación mediante ensayos de metabolización de MTT. Se obtuvieron y representaron 




2. ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCIÓN DE T-DM1 EN CÉLULAS DE 
CÁNCER DE OVARIO 
2.1. Efecto de T-DM1 sobre el ciclo celular de células de cáncer de 
ovario 
La disminución en el número de células provocada por el tratamiento con T-
DM1 podría deberse a la inhibición de la proliferación, la estimulación de la muerte 
celular o ambas. Para investigar el mecanismo del efecto antiproliferativo 
observado en las líneas de cáncer de ovario, se tiñeron las células SKOV3 con PI y 
se analizó por citometría de flujo la distribución de las fases del ciclo celular a lo 
largo del tiempo de tratamiento con T-DM1. Como se observa en la figura 46A, T-
DM1 provocó la acumulación de las células en la fase G2/M del ciclo celular. Este 
efecto fue más evidente a las 24 horas de tratamiento, cuando el porcentaje de 
células en dicha fase fue superior al 80% (Figura 46B). A tiempos más largos, 
aunque también se observa la parada, este efecto resultó más difícil de apreciar, 
debido a la acción del fármaco sobre los perfiles del ciclo celular. 
Para concretar si T-DM1 paraba las células SKOV3 en fase G2 o M, se llevaron 
a cabo análisis bioquímicos de proteínas cuyos niveles marcan las diferentes fases 
del ciclo celular. Para ello, las SKOV3 se trataron con el fármaco durante distintos 
tiempos y se prepararon lisados celulares para analizar el estado de estos 
marcadores proteicos. El tratamiento con T-DM1 provocó la acumulación de los 
marcadores mitóticos fosfo-histona H3 y fosfo-BUBR1, alcanzando un pico a las 24 
horas (Figura 46C). Además, a ese tiempo, se observó una desfosforilación de 
CDK1 y una disminución de WEE1, ambos eventos necesarios para la entrada de 
las células en mitosis (Lapenna y Giordano 2009). Por otro lado, también se 
detectó un incremento en ciclina B1, que actúa uniéndose a CDK1 para permitir la 
entrada de las células en mitosis y la progresión a lo largo de la profase y metafase. 
Curiosamente, los niveles de P27, una proteína inhibidora de las quinasas 
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dependientes de ciclinas CDK2 y CDK4, también se vieron incrementados a partir 
de las 24 horas de tratamiento. 
 
Figura 46. Efecto de T-DM1 en el ciclo celular de células SKOV3. Se trataron las células 
con 50 nM T-DM1 durante los tiempos indicados y se analizó la distribución de las fases 
del ciclo celular por tinción con PI y citometría de flujo. (A) Perfiles de ciclo celular. (B) 
Los resultados muestran el porcentaje de células en cada una de las fases del ciclo de un 
experimento representativo. (C) Se trataron las células con 50 nM T-DM1 y se lisaron en 
los tiempos indicados. Se determinó la expresión de las distintas proteínas por WB. Se 




2.2. Efecto de T-DM1 sobre la muerte celular de células de cáncer de 
ovario 
El análisis morfológico de las células tratadas con T-DM1 reveló que el 
fármaco provocaba un redondeo progresivo de los cultivos celulares, consistente 
con una acumulación de las células en mitosis (Figura 47A y Figura 47B). Además, 
los análisis de IF mostraron la aparición de husos mitóticos aberrantes tan solo 6 
horas después de la adición de T-DM1 (Figura 47B). 
 
Figura 47. Parada en mitosis provocada por el tratamiento con T-DM1 de células 
SKOV3. (A) Las células cultivadas en placas de 35 mm se trataron con 50 nM T-DM1 
durante 6 o 24 horas y, a continuación, se tomaron imágenes de contraste de fases 
(objetivo 10X). Escala: 40 µm. (B) IF del huso mitótico tras la acción de T-DM1. Se trataron 
las células con 50 nM T-DM1 durante 6 horas, se fijaron, se marcó tubulina β (verde) y el 
DNA (azul), y se tomaron imágenes representativas. Escala: 7,5 μm. 
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Aparte del efecto de T-DM1 en el ensamblaje y organización del huso 
mitótico, los análisis de IF también demostraron la aparición de células gigantes 
multinucleadas (GMC, giant multinucleated cells) a tiempos largos de incubación 
con el fármaco (48 y 72 horas) (Figura 48A). La cinética de aparición de estas 
células multinucleadas siguió un trascurso temporal inverso con respecto a la 
aparición de células mitóticas. La acumulación de células redondeadas alcanzó un 
pico a las 24 horas, tras lo que se produjo un descenso progresivo concomitante 
con la aparición de GMC (Figura 48B). 
 
Figura 48. Aparición de células gigantes multinucleadas tras el tratamiento con T-
DM1 en células SKOV3. (A) Detección por IF de GMC. Se trataron las células con 50 nM T-
DM1 durante 72 horas, se fijaron, se marcó la membrana nuclear (rojo), actina (verde) y el 
DNA (azul), y se tomaron imágenes representativas. Escala: 25 μm. (B) Porcentaje de 
células de aspecto mitótico y GMC, definidas como células con al menos tres núcleos, en los 
cultivos celulares de SKOV3. Se trataron las células con 50 nM T-DM1 durante 6 horas, se 
fijaron, se marcó tubulina β (verde) y el DNA (azul), y se contaron las células mitóticas y 
las GMC (objetivo 63X). Los resultados muestran el porcentaje de células mitóticas y de 





La presencia de GMC, causada probablemente por un ensamblaje aberrante 
del huso mitótico a consecuencia del derivado de la maitansina, fue indicativa de 
catástrofe mitótica, una forma de muerte celular disparada por una progresión 
deficiente a lo largo de la mitosis (Barok et al. 2011). Para indagar más en el 
mecanismo de muerte celular causado por T-DM1, se realizaron experimentos de 
doble tinción con anexina V/PI. Estos estudios indicaron que T-DM1 fue incapaz de 
incrementar de manera sustancial la muerte celular por apoptosis en las células 
SKOV3 a tiempos cortos de incubación (<24 horas) (Figura 49A). Sin embargo, la 
extensión de la incubación con el fármaco hasta 10 días provocó un incremento 
progresivo de la muerte celular (Figura 49B). Este tratamiento también causó una 
pérdida gradual del potencial de membrana mitocondrial (Figura 49C), indicativo 
de un incremento en la permeabilidad de la membrana externa de la mitocondria, 
un proceso que se ha ligado a muerte celular (Danial y Korsmeyer 2004). Este 
aumento de permeabilidad permite la liberación de proteínas desde el espacio 
intermembrana de la mitocondria, que podrían causar la activación de caspasas 
ejecutoras, importantes mediadores en procesos de muerte celular (Danial y 
Korsmeyer 2004). El tratamiento de SKOV3 con T-DM1 también se asoció a un 
procesamiento de caspasa 3 (Figura 49D). El incremento en caspasa 3 procesada 
se observó a las 48 y 72 horas de tratamiento con el fármaco, tiempos a los que la 
pérdida de potencial de membrana mitocondrial fue ya evidente. 
En conjunto, estos datos indicaron que el tratamiento de células SKOV3 con 
T-DM1 provocó una parada del ciclo celular en mitosis, que progresó 
temporalmente a muerte celular por catástrofe mitótica. 




Figura 49. Efecto de T-DM1 en la muerte celular de células SKOV3. (A) Se trataron las 
células con 50 nM T-DM1 durante 24 horas, se cotiñeron con anexina V-FITC y PI y se 
analizaron por citometría de flujo. Se representa el gráfico de dispersión, o dotplot, de la 
doble tinción. (B) Se trataron las células con 50 nM T-DM1 durante los tiempos indicados, 
se cotiñeron con anexina V-FITC y PI y se analizaron por citometría de flujo. Se representa 
el porcentaje de células viables (cuadrante anexina V-/PI-) y no viables (cuadrantes 
anexina V+/PI-, anexina V+/PI+ y anexina V-/PI+) de un experimento representativo. (C) 
Se trataron las células como en (B), se recolectaron y se tiñeron con TMRE para 
determinar el potencial de membrana mitocondrial. Se representa el porcentaje de células 
positivas para fluorescencia roja de un experimento representativo.  (D) Se trataron las 
células como en (B), se lisaron y se analizaron los niveles de caspasa 3 total y caspasa 3 





Capítulo III: Dianas terapéuticas para ADCs en 
carcinoma renal de células claras 
1. IDENTIFICACIÓN DE EGFR Y SU LIGANDO TGFα COMO DIANAS 
TERAPÉUTICAS EN CCRCC 
Durante la última década, el tratamiento del carcinoma de células renales ha 
evolucionado desde una aproximación inmunológica no específica, basada en 
citoquinas, a terapias dirigidas, principalmente fármacos antiangiogénicos, y, más 
recientemente, nuevos agentes inmunoterápicos (Barata y Rini 2017). Aunque la 
tasa de supervivencia a 5 años ha mejorado, el pronóstico de los pacientes con 
ccRCC sigue siendo malo, especialmente en aquellos con enfermedad en estado 
avanzado. Por ello, resulta clave investigar nuevas dianas terapéuticas susceptibles 
de ser atacadas farmacológicamente con el fin de mejorar la respuesta de los 
pacientes al tratamiento sistémico del cáncer de riñón. 
1.1. Búsqueda de dianas terapéuticas en muestras tumorales de 
pacientes con ccRCC 
1.1.1. Análisis del perfil de receptores tirosina quinasa activos 
Ya se ha destacado el papel crucial que desempeñan las tirosina quinasas en 
la iniciación y progresión del cáncer. Dentro de esta familia de proteínas, los RTKs 
tienen una posición destacada, dado que, además de iniciar importantes rutas de 
señalización para la célula cancerígena, se localizan en la membrana plasmática, 
por lo que son proteínas accesibles contra las que dirigir de forma específica 
fármacos, como los ADCs. Por este motivo, se decidió evaluar el estado de 
activación de varios RTKs en ccRCC. En colaboración con el servicio de Anatomía 
Patológica del Hospital Clínico de Salamanca, se obtuvieron un total de 44 
muestras procedentes de 24 pacientes con ccRCC (21 muestras de tejido renal 
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sano o normal y 23 muestras de tejido renal tumoral). De todas estas muestras, 20 
casos fueron pareados, es decir, el tejido normal y el tejido tumoral correspondían 
al mismo paciente. 
Al igual que en el caso de la búsqueda de dianas moleculares en cáncer de 
ovario (Capítulo II), se optó por estudiar el estado de activación de las proteínas, 
en lugar de los niveles totales de expresión, dado que este dato está ligado a su 
funcionalidad. Se utilizaron los arrays comerciales Proteome Profiler Human 
Phospho-RTK, que permiten evaluar de manera simultánea la fosforilación de 49 
RTKs. La figura 50A muestra dos ejemplos representativos de arrays (procedentes 
de muestras de tejido normal y tejido tumoral de dos pacientes distintos) 
generados tras la hibridación y el WB. El análisis de los datos obtenidos tras 
hibridar todas las muestras con los arrays reveló que el único receptor que se 
encontraba activo en las muestras de pacientes con ccRCC era el EGFR (Figura 
50B). Cabe destacar que el nivel de activación de EGFR en las muestras tumorales 
fue significativamente superior que en las muestras de tejido sano. Este resultado 





Figura 50. Perfil de receptores tirosina quinasa activos en muestras de tejido sano y 
tejido tumoral de pacientes con ccRCC. (A) Imagen de dos arrays representativos de 
una muestra de tejido sano y tumoral de riñón (correspondientes a dos pacientes 
distintos). (B) Nivel de fosforilación de los distintos RTKs, calculado como la intensidad 
media de píxeles de los duplicados de cada anticuerpo relativa a los puntos de referencia. 
Los datos se representan como diagramas de caja (mediana y rango intercuartílico) para el 
total de muestras de tejido sano (n=21) y de tejido tumoral (n=23). Recuadrado en rojo se 
muestra el análisis estadístico relativo al nivel de activación de EGFR en muestras de 
tejido sano y tumoral. El p valor se calculó mediante el test U de Mann-Whitney. (C) Nivel 
de fosforilación de EGFR en todas las muestras de pacientes con ccRCC, analizado por IP y 
WB convencional. Se inmunoprecipitaron 2 mg de extracto proteico con un anticuerpo 
anti-EGFR y se utilizó un anticuerpo anti-fosfo-tirosina para ver activación. N: tejido 
normal, T: tejido tumoral. 
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1.1.2. Estudio in silico de la expresión de EGFR en muestras de pacientes 
El hecho de que EGFR fuese el único RTK activo en las muestras de pacientes, 
junto con la mayor activación observada en tejido tumoral respecto al tejido sano 
resultó muy llamativo, por lo que se decidió hacer un análisis in silico de la 
expresión diferencial de esta proteína en distintos tipos de cáncer. Para ello, se 
recurrió a la base de datos FireBrowse, que estima los niveles de expresión de 
diferentes genes a partir de datos de mRNASeq de tejido normal y tumoral 
procedentes de pacientes con distintos tipos de cáncer. Los datos de expresión 
diferencial de EGFR obtenidos de FireBrowse corroboraron la alta expresión del 
receptor en carcinoma renal de células claras (Figura 51). Cabe destacar que fue el 
segundo tipo de cáncer donde mayor expresión se detectó, por detrás del 
carcinoma escamoso de cabeza y cuello, donde ya se ha descrito la importancia de 
EGFR y, de hecho, hay terapias dirigidas contra el mismo en uso clínico (Bonner et 
al. 2006). Además, la expresión fue 2,35 veces superior en tejido tumoral que en 







Figura 51. Expresión diferencial de EGFR en 19 tipos de cáncer distintos, tanto en 
tejido normal como en tejido tumoral. Los datos representan el nivel de expresión del 
receptor obtenida a partir de datos de mRNASeq de acuerdo a las lecturas por kilobase del 
modelo de exón por millón de lecturas mapeadas. La medida RPKM de densidad de lectura 
refleja la concentración molar de un transcrito en la muestra de partida mediante la 
normalización por la longitud del RNA y por el número total de lecturas en la medida. 
Datos obtenidos de FireBrowse. Se resalta en rojo la expresión de EGFR correspondiente al 
carcinoma renal de células claras, indicando la tasa de cambio de expresión entre el tejido 
normal y el tejido tumoral. HNSC: head and neck squamous cell carcinoma (carcinoma 
escamoso de cabeza y cuello), KIRC: kidney renal clear cell carcinoma (carcinoma renal de 
células claras), KIPAN: pan-kidney cohort (cohorte de casos de carcinoma renal), LUSC: 
lung squamous cell carcinoma (carcinoma escamoso de pulmón), LIHC: liver hepatocellular 
carcinoma (carcinoma hepatocelular de hígado), LUAD: lung adenocarcinoma 
(adenocarcinoma de pulmón), BLCA: bladder urothelial carcinoma (carcinoma urotelial de 
vejiga), ESCA: esophageal carcinoma (carcinoma esofágico), THCA: thyroid carcinoma 
(carcinoma tiroideo), KIRP: kidney renal papillary cell carcinoma (carcinoma papilar de 
células renales), STES: stomach and esophageal carcinoma (carcinoma esofágico y de 
estómago), COAD: colon adenocarcinoma (adenocarcinoma de colon), COADREAD: 
colorectal adenocarcinoma (adenocarcinoma colorrectal), READ: rectum adenocarcinoma 
(adenocarcinoma rectal), STAD: stomach adenocarcinoma (adenocarcinoma estomacal), 
UCEC: uterine corpus endometrial carcinoma (carcinoma endometrial del cuerpo uterino), 
BRCA: breast invasive carcinoma (carcinoma invasivo de mama), OV: ovarian serous 
cystadenocarcinoma (cistadenocarcinoma seroso de ovario), LAML: acute myeloid 
leukemia (leucemia mieloide aguda). 
  
CAPÍTULO III: DIANAS TERAPÉUTICAS PARA ADCS EN CARCINOMA RENAL DE CÉLULAS CLARAS
 
160 
1.1.3. Análisis de la expresión de los ligandos de EGFR 
EGFR puede activarse por sobreexpresión del receptor (frecuente en cáncer), 
así como por mecanismos dependientes o independientes de ligando (Scaltriti y 
Baselga 2006). Existen 7 ligandos capaces de unirse y activar a EGFR. Toda esta 
familia de factores de crecimiento tiene como particularidad que inducen la 
señalización transmembrana tanto en su forma soluble como en su forma anclada 
a membrana (Singh y Harris 2005). Como proteínas de membrana pueden unirse a 
receptores en la superficie de otras células, apoyar la adhesión y estimulación 
célula-célula, y dar lugar, mediante procesamiento, a factores de crecimiento 
solubles (Massague y Pandiella 1993). Además, ser proteínas de membrana los 
convierte en potenciales dianas terapéuticas para ADCs. Por todo ello, se estudió el 
nivel de expresión génica de los distintos ligandos de EGFR a partir del mRNA de 
las muestras de pacientes con ccRCC, mediante qRT-PCR. De todos los ligandos, 
TGFα fue el que presentó una expresión mayor, tanto en tejido sano como en tejido 
tumoral (Figura 52). Los niveles de TGFα fueron significativamente superiores a 
los del resto de ligandos en ambos tipos de tejido, con la única excepción de EGF en 
tejido normal (Figura 52). 
 
Figura 52. Expresión de los ligandos de EGFR en muestras de tejido sano y tejido tumoral de 
pacientes con ccRCC. La expresión génica se expresa como 2-∆Ct (en unidades arbitrarias) para 
cada gen de interés, normalizada respecto a la expresión de PP1A (protein phosphatase 1A, 
proteína fosfatasa 1A). Los datos se representan como diagramas de caja (mediana y rango 
intercuartílico) para el total de muestras de tejido sano (n=21) y de tejido tumoral (n=23). En la 
tabla se muestra el análisis estadístico del nivel de expresión de TGFα respecto al resto de ligandos 




1.1.4. Estudio in silico de la expresión de TGFα en muestras de pacientes 
Para corroborar si estas diferencias tan notables entre TGFα y el resto de 
ligandos detectadas en las muestras de pacientes con ccRCC se reproducían en 
cohortes más grandes de pacientes, así como para determinar si estas diferencias 
eran específicas del ccRCC o se daban en otros tipos de cáncer, se recurrió de 
nuevo a la base de datos FireBrowse. Los datos de expresión diferencial de TGFα 
obtenidos in silico confirmaron que, de todos los ligandos, TGFα era el que tenía 
una mayor expresión en carcinoma renal de células claras. También se 
reprodujeron los datos de alta expresión de EGF en tejido normal (Figura 53A y B). 
Por otro lado, y como dato más relevante, de todos los tipos de cáncer recogidos en 
la base de datos, el ccRCC fue el que presentó mayor expresión de TGFα. Además, 
en línea con lo que ocurría para EGFR, la expresión fue 2,89 veces superior en 
tejido tumoral que en tejido sano (Figura 53A). 




Figura 53. Análisis de la expresión de TGFα, en relación con otros ligandos de EGFR, 
en distintos tipos de cáncer. (A) Expresión diferencial de TGFα en 19 tipos de cáncer 
distintos, tanto en tejido normal como en tejido tumoral. Los datos se representan igual 
que en el caso de la figura 51 para EGFR. (B) Expresión de todos los ligandos de EGFR en 
ccRCC, tanto en tejido normal como en tejido tumoral. Para cada uno de los ligandos, se 






1.1.5. Análisis de los niveles proteicos de TGFα 
Tanto los estudios de expresión génica por qRT-PCR en muestras de 
pacientes como los estudios in silico destacaron TGFα no solo como el ligando de 
EGFR que presentaba una mayor expresión en ccRCC, sino como un gen que podría 
tener un papel relevante en dicha patología. Por todo ello, se quiso analizar los 
niveles proteicos del ligando en las muestras tumorales, dado que, en el caso de 
que pudiera resultar una diana terapéutica interesante, las terapias dirigidas irían 
contra la proteína presente en la superficie de las células cancerígenas. 
Hay que mencionar que TGFα puede detectarse en diversas formas, dado que 
se trata de una proteína que sufre procesamiento en la membrana plasmática. 
TGFα deriva de un precursor transmembrana de 20-22 kDa (proTGFα), que sufre 
varias modificaciones postraduccionales, como glicosilación y palmitilación 
(Pandiella y Massague 1991). Esta forma más grande de la proteína soporta un 
primer procesamiento a nivel del extremo N-terminal (entre Ala39 y Val40), dando 
lugar a una forma de proTGFα asociada a la membrana de 17 kDa que contiene la 
secuencia madura de TGFα. Para liberar la forma soluble del factor de crecimiento, 
tiene lugar un segundo procesamiento a la altura del péptido que une TGFα al resto 
de la molécula precursora (entre Ala89 y Val90). Este procesamiento resulta en la 
generación de un fragmento soluble, de 6 kDa, (TGFα maduro) y un fragmento 
residual terminal asociado a la membrana celular (cola), de 15 kDa (Pandiella y 
Massague 1991). En la figura 54 se muestra un esquema de las distintas formas 
asociadas a membrana de TGFα, así como una imagen representativa de cómo se 
detectan por WB. 




Figura 54. Esquema ilustrativo de la estructura de TGFα. Se representan los distintos 
dominios de la proforma de TGFα (a la derecha), así como el resultado de su 
procesamiento (a la izquierda). También se muestra la detección de ambas formas 
(completa y procesada) por WB, mediante anticuerpos dirigidos contra el extremo C-
terminal. 
Para el análisis de los niveles de TGFα en las muestras tumorales por IP y WB 
convencional, se utilizó un anticuerpo contra el dominio intracelular de la proteína, 
que permitía detectar tanto la proforma como la cola. Estos estudios confirmaron 
que, también a nivel proteico, la expresión de TGFα era muy elevada en pacientes 
con ccRCC (Figura 55). 
  
Figura 55. Expresión a nivel proteico de TGFα en muestras de tejido sano y tejido 
tumoral de pacientes con ccRCC. Nivel de la proforma de TGFα (proTGFα) y de la forma 
procesada (cola) en todas las muestras de pacientes con ccRCC, analizados por IP y WB 
convencional. Se inmunoprecipitaron 2 mg de extracto proteico con un anticuerpo contra 
el dominio intracelular de TGFα y se utilizó el mismo anticuerpo para su detección por 




El resultado de los WB de TGFα en pacientes resultó muy llamativo. Parecía 
que en la mayoría de los casos, el tejido normal presentaba únicamente la forma 
procesada de TGFα (cola), de 15 kDa, mientras que en las muestras de tejido 
tumoral se detectaban las dos formas, proTGFα, de 17 kDa, y la cola. Para tener un 
dato más preciso, se cuantificaron los WB y se analizó el ratio entre la forma 
completa y la forma procesada, que ha perdido el factor de crecimiento. Al 
comparar todos los casos de muestras de tejido normal y tumoral, se observó que 
el ratio proTGFα/cola era significativamente muy superior en el caso de las 
muestras de tumor (Figura 56A). Como parte de este análisis, se aislaron los casos 
pareados, es decir, aquellos casos en los que había disponible tejido sano y tumoral 
procedente del mismo paciente, y se evaluó el ratio proTGFα/cola. Este dato 
resultaría muy relevante dado que sería más indicativo de que existe una 
característica diferencial entre el tumor y el tejido sano circundante y, por tanto, se 
podría dirigir una terapia específicamente contra las células cancerígenas. De 
manera importante, el 81,25% de los casos presentaron un ratio superior en el 
tejido tumoral respecto al normal (Figura 56B), lo que significa que los niveles de 
la forma más grande de TGFα, con capacidad de estimulación, ya sea anclada a 
membrana o liberando el factor soluble, eran mayores en las células tumorales. En 
general, las muestras de tejido sano carecían de la forma madura de TGFα y, como 
consecuencia, no tendrían capacidad estimulatoria. 




Figura 56. Relación entre las formas completa y procesada de TGFα en muestras de 
tejido sano y tejido tumoral de pacientes con ccRCC. (A) Ratio entre proTGFα y el 
fragmento de la cola, calculado como la intensidad media de píxeles de la banda superior 
(de 17 kDa) respecto a la banda inferior (de 15 kDa) de los WB mostrados en la figura 55. 
Los datos se representan como diagramas de caja (mediana y rango intercuartílico) para el 
total de muestras de tejido sano (n=21) y de tejido tumoral (n=23). El p valor se calculó 
mediante el test U de Mann-Whitney. (B) Diagrama de sectores que representa el 
porcentaje de casos pareados (tejido sano y tumoral procedente del mismo paciente) en 
los que el tejido tumoral tiene mayor ratio proTGFα/cola que el tejido normal (en rosa), en 
los que el tejido tumoral y el normal tienen el mismo ratio (en amarillo), y en los que el 
tejido tumoral tiene menor ratio que el tejido normal (en verde). 
En conjunto, todos los datos procedentes de pacientes revelaron que EGFR y, 
más concretamente, su ligando TGFα podrían ser dianas terapéuticas relevantes en 
carcinoma renal de células claras. 
1.2. Búsqueda de dianas terapéuticas en modelos celulares de ccRCC 
Una vez identificados EGFR y TGFα como potenciales dianas terapéuticas en 
pacientes con ccRCC, se quiso comprobar si el mismo análisis en modelos celulares 




1.2.1. Análisis del perfil de receptores tirosina quinasa activos 
Para evaluar el estado de activación de varios RTKs en líneas celulares de 
ccRCC, se utilizaron los arrays comerciales Proteome Profiler Human Phospho-
RTKs. Al igual que ocurría en las muestras de pacientes, el análisis de los datos 
obtenidos tras hibridar los extractos proteicos de las líneas celulares con los arrays 
reveló que EGFR se encontraba activo en todas ellas (Figura 57). Hay que 
mencionar que, en este caso, no fue el único fosfo-RTK detectado. Las cinco líneas 
celulares estudiadas también presentaron activación de c-Met, cuya expresión en 
estos modelos celulares ya se ha descrito previamente (Harshman y Choueiri 
2013).  
 
Figura 57. Perfil de receptores tirosina quinasa activos en líneas celulares de ccRCC. 
El nivel de fosforilación de los distintos RTKs se calculó como la intensidad media de 
píxeles de los duplicados de cada anticuerpo relativa a los puntos de referencia, en cada 
una de las líneas celulares. 
1.2.2. Análisis de la expresión de los ligandos de EGFR 
A continuación, se estudió el nivel de expresión génica de los distintos 
ligandos de EGFR a partir del mRNA de las líneas celulares de ccRCC, mediante 
qRT-PCR. De nuevo, TGFα fue el ligando que presentó mayor expresión en todas 
las líneas estudiadas (Figura 58). Cabe destacar que en las líneas ACHN y 769P la 
expresión de AREG también fue elevada. Sin embargo, a diferencia de lo que 
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ocurría con TGFα, la expresión de AREG fue muy heterogénea entre las distintas 
líneas celulares. 
 
Figura 58. Expresión de los ligandos de EGFR en líneas celulares de ccRCC. La 
expresión génica se expresa como 2-∆Ct (en unidades arbitrarias) para cada gen de interés, 
normalizada respecto a la expresión de PP1A (protein phosphatase 1A, proteína fosfatasa 
1A), en cada una de las líneas celulares. 
1.2.3. Validación de la expresión de EGFR y sus ligandos a nivel proteico 
El análisis de los niveles proteicos por IP y WB convencional confirmó que el 
receptor de EGF se encontraba presente y activo en todas las líneas de ccRCC 
(Figura 59). Adicionalmente, también se detectó una alta expresión de TGFα en 
todas ellas, aunque el ratio entre la proforma y la cola fue más variable. De todas, 
A498, 786O y, en menor medida, ACHN presentaron los niveles más altos de 
proTGFα, mientras que Caki2 y 769P parecían tener mayor procesamiento basal 
(Figura 59). Por último, algunas de las líneas expresaron AREG, aunque los niveles 





Figura 59. Niveles de EGFR total y activo, y de dos de sus ligandos en líneas celulares 
de ccRCC. Se lisaron las células y se inmunoprecipitaron 2 mg de extracto proteico con los 
anticuerpos contra cada una de las proteínas indicadas. Para ver activación, se utilizó un 
anticuerpo anti-fosfo-Tyr. 
1.2.4. Estudio in silico de la expresión de EGFR y TGFα en líneas celulares 
En línea con el estudio in silico llevado a cabo para muestras de paciente, de 
nuevo se recurrió a herramientas bioinformáticas con el objetivo de corroborar si 
la expresión destacada tanto de EGFR como de su ligando TGFα se reproducía en 
cohortes más grandes de líneas celulares, así como para determinar su expresión 
en las líneas de carcinomas renales y de otros tipos de cáncer. En este caso se 
utilizó la base de datos Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE), que proporciona una 
caracterización genética detallada (número de copias de DNA, expresión de mRNA, 
mutaciones, etc) de un gran panel de líneas celulares humanas (más de 1000) 
(Barretina et al. 2012, Cancer Cell Line Encyclopedia and Genomics of Drug 
Sensitivity in Cancer 2015).  
Los datos de expresión de mRNA de EGFR obtenidos de CCLE demostraron la 
alta expresión del receptor en líneas celulares de riñón (Figura 60A), siendo el 
tercer tejido con mayor expresión del receptor, por detrás de tejidos de tracto 
aerodigestivo superior y de esófago. Por su parte, al igual que pasaba al evaluar la 
expresión de TGFα en distintos tipos de cáncer con muestras humanas, a nivel de 
líneas celulares, TGFα se expresaba mayormente en líneas de riñón (Figura 60B). 
En conjunto, los datos procedentes de líneas celulares confirmaron los 
resultados obtenidos en muestras de pacientes, indicando que EGFR y, 
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especialmente, su ligando TGFα podrían tener un potencial terapéutico en 
carcinoma renal de células claras. 
 
Figura 60. Expresión diferencial de EGFR (A) y de TGFα (B) en líneas celulares 
tumorales de distintos tejidos. Los datos representan el nivel de expresión del mRNA de 
los dos genes obtenida a partir de datos de RNA-Seq. Entre paréntesis se indica el número 
de líneas celulares estudiado para cada tejido. Datos obtenidos de Cancer Cell Line 
Encyclopedia. Recuadrado en rojo se resalta la expresión de EGFR y TGFα correspondiente 
a líneas celulares tumorales de riñón. U_AE: upper aerodigestive (aerodigestivo superior), 
ESO: esophagus (esófago), KID: kidney (riñón), U_TR: urinary tract (tracto urinario), THY: 
thyroid (tiroides), PANC: pancreas (páncreas), BD: bile duct (conducto biliar), L_NSC: lung 
non small cell carcinoma (carcinoma de pulmón no microcítico), LIV: liver (hígado), PROS: 
prostate (próstata), GLI: glioma (glioma), STO: stomach (estómago), OV: ovary (ovario), 
END: endometrium (endometrio), CR: colorectal (colorrectal), OST: osteosarcoma 
(osteosarcoma), BRE: breast (mama), NEU: neuroblastoma (neuroblastoma), S_TIS: soft 
tissue (tejidos blandos), MEL: melanoma (melanoma), LSC: lung small cells (carcinoma de 
pulmón microcítico), HL: Hodgkin lymphoma (linfoma de Hodgkin), E_SAR: Ewing sarcoma 
(sarcoma de Ewing), BL: Burkitt lymphoma (linfoma de Burkitt), DLBCL: diffuse large B-cell 
lymphoma (linfoma de células B difuso), T_ALL: T-cell acute lymphoid leukemia (leucemia 
linfoide aguda de células T), B_ALL: B-cell acute lymphoid leukemia (leucemia linfoide 
aguda de células B), MM: multiple myeloma (mieloma múltiple), AML: acute myeloid 





2. VALIDACIÓN DE TGFα COMO DIANA TERAPÉUTICA DE ADCS EN 
CCRCC 
Una vez identificados EGFR y TGFα como posibles dianas terapéuticas en 
ccRCC, se pasó a validar su potencial. Para ello, se usaron modelos celulares de esta 
patología en los que se estudió, mediante ensayos funcionales, el efecto de inhibir 
genética o farmacológicamente TGFα y su receptor, de manera similar a lo 
realizado con HER2 en carcinoma de ovario (Capítulo II). 
2.1. Efecto antiproliferativo de la inhibición del receptor de TGFα 
2.1.1. Inhibición genética de EGFR 
Para explorar la relevancia de EGFR en el control de la proliferación de las 
líneas celulares de ccRCC, se silenciaron los niveles de la proteína mediante 
secuencias de shRNA. Se probaron cinco secuencias independientes y las dos que 
produjeron un mayor nivel de silenciamiento se seleccionaron para llevar a cabo 
los ensayos funcionales. Como se muestra en la figura 61A, se obtuvo un buen 
silenciamiento de EGFR en las cinco líneas celulares con los dos shRNA usados. 
Esta reducción en los niveles de EGFR afectó profundamente la proliferación de las 
células A498, Caki2 y 769P. Por otro lado, el efecto en proliferación celular fue 
mucho menor en 786O. Por su parte, las células ACHN, aunque su proliferación se 
vio reducida, mostraron un comportamiento más heterogéneo (Figura 61B), 
posiblemente debido a que fue la línea celular en la que el silenciamiento de EGFR 
resultó menos eficiente. 




Figura 61. Silenciamiento de EGFR en las líneas celulares de ccRCC. (A) Se analizaron 
extractos celulares de las diferentes líneas celulares transducidas con shRNAs para EGFR 
por IP y WB, con un anticuerpo anti-EGFR o anti-calnexina, como control de carga. (B) 
Efecto del silenciamiento de EGFR en la proliferación celular. Una vez comprobado el 
silenciamiento, se sembraron las células en placas de 6 pocillos y se contaron a los 5 días. 
Los resultados se representan como el porcentaje de la media ± d.e., relativo a las células 
transducidas con un shRNA no codificante (pLKO); n=3. Se muestra un experimento 
representativo que se repitió dos veces. 
2.1.2. Inhibición farmacológica de EGFR 
Los efectos antiproliferativos observados en las líneas celulares de riñón tras 
el bloqueo genético de EGFR sugerían que un bloqueo farmacológico del receptor 
podría ejercer una acción antitumoral en ccRCC. Por ello, se evaluó el efecto de 
fármacos aprobados en terapias dirigidas contra EGFR. En primer lugar, se 
probaron moléculas pequeñas TKIs. Para ello, se llevaron a cabo estudios de dosis-
respuesta a erlotinib (Figura 62A), gefitinib (Figura 62B) y lapatinib (Figura 62C) 
en todas las líneas. Los datos obtenidos mostraron que ninguna de las líneas 
celulares era especialmente sensible al tratamiento con estos inhibidores. Todas 
presentaron valores de IC50 del orden micromolar (Figura 62D), lo cual supone una 





Figura 62. Efecto de distintos TKIs contra EGFR en la proliferación de líneas 
celulares de ccRCC. Se trataron las células con las dosis indicadas de erlotinib (A), 
gefitinib (B), y lapatinib (C) durante 3 días y se valoró su proliferación mediante ensayos 
de metabolización de MTT. Los resultados se representan como el porcentaje de la media 
± d.e., relativo a la condición control (sin fármaco); n=3. Se muestra un experimento 
representativo que se repitió dos veces. (D) Valores de IC50 para los distintos fármacos, 
calculados con el programa Prism 5. 
CAPÍTULO III: DIANAS TERAPÉUTICAS PARA ADCS EN CARCINOMA RENAL DE CÉLULAS CLARAS
 
174 
A continuación, se trataron las cinco líneas celulares con cetuximab, un 
anticuerpo monoclonal contra EGFR usado en clínica para diversos tipos de cáncer 
(Bonner et al. 2006, Van Cutsem et al. 2009). A pesar de que el tratamiento con 
TKIs contra EGFR no resultó eficaz, la adición de cetuximab afectó la proliferación 
de todas las líneas estudiadas de forma similar (Figura 63). Las líneas celulares 
más sensibles a cetuximab fueron ACHN y 769P, y la más resistente, Caki2. Este 
grado de sensibilidad podría tener alguna correlación con el grado de fosforilación 
basal del receptor (Figura 59). 
 
Figura 63. Efecto de cetuximab en la proliferación de líneas celulares de ccRCC. Se 
trataron las células, sembradas en placas de 6 pocillos, con 10 nM cetuximab durante 5 
días y se contaron. Los resultados se representan como el porcentaje de la media ± d.e., 
relativo a las células control (sin tratamiento); n=3. Se muestra un experimento 
representativo que se repitió dos veces. 
2.2. Efecto anti-proliferativo de la inhibición de TGFα 
2.2.1. Inhibición genética de TGFα 
Los datos anteriores mostraron que EGFR tiene relevancia en el control de la 
proliferación de las líneas celulares de ccRCC, pero su ligando TGFα podría 
desempeñar un papel incluso más relevante, atendiendo a los datos de expresión 
observados in silico y en muestras de pacientes. Del mismo modo que con el 




nuevo, se probaron cinco secuencias independientes y las dos que produjeron un 
mayor nivel de silenciamiento se seleccionaron para llevar a cabo los ensayos 
funcionales. Como se muestra en la figura 64A, se obtuvo un buen silenciamiento 
de TGFα en casi todas las líneas con los dos shRNA elegidos. Esta reducción en los 
niveles de TGFα afectó profundamente la proliferación de las células A498 y 786O, 
que son las que presentan mayores niveles de proTGFα (Figura 59). Las células 
ACHN y 769P también se vieron bastante afectadas por el silenciamiento de la 
proteína. Por su parte, las células Caki2 mostraron un comportamiento más 
heterogéneo (Figura 64B); la secuencia de shRNA que dio lugar a un silenciamiento 
más eficiente (shTGFα #77) afectó sustancialmente su proliferación, sin embargo, 
con la otra secuencia (shTGFα #75), tanto el silenciamiento de la proteína como el 
efecto en proliferación fueron menores (Figura 64A y B). 
 
Figura 64. Silenciamiento de TGFα en las líneas celulares de ccRCC. (A) Se analizaron 
extractos celulares de las diferentes líneas celulares transducidas con shRNAs para TGFα 
por IP y WB, con un anticuerpo anti-TGFα (dominio extracelular) o anti-GAPDH, como 
control de carga. (B) Efecto del silenciamiento de TGFα en la proliferación celular. Una vez 
comprobado el silenciamiento, se sembraron las células en placas de 6 pocillos y se 
contaron a los 5 días. Los resultados se representan como el porcentaje de la media ± d.e., 
relativo a las células transducidas con un shRNA no codificante (pLKO); n=3. Se muestra 
un experimento representativo que se repitió dos veces. 
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2.2.2. Inhibición de TGFα con anticuerpos bloqueantes 
A diferencia de EGFR, para el cual se dispone de numerosos fármacos 
aprobados usados en terapias dirigidas, para TGFα no existe actualmente ningún 
agente terapéutico aprobado ni en desarrollo clínico. Para utilizar una 
aproximación similar a la empleada con EGFR y valorar el efecto de la inhibición de 
la proteína en la proliferación de líneas celulares de ccRCC, se decidió utilizar un 
anticuerpo policlonal contra la parte extracelular de TGFα. En este caso, el 
tratamiento con anti-humanTGFα no resultó tan eficaz como el silenciamiento 
genético, aunque sí afectó moderadamente la proliferación de las líneas celulares, 
especialmente de 786O y 769P (Figura 65). 
 
Figura 65. Efecto de un anticuerpo bloqueante contra TGFα en la proliferación de 
líneas celulares de ccRCC. Se trataron las células, sembradas en placas de 6 pocillos, con 
10 nM anti-humanTGFα durante 5 días y se contaron. Los resultados se representan como 
el porcentaje de la media ± d.e., relativo a las células control (tratadas con anti-humanIgG); 
n=3. Se muestra un experimento representativo que se repitió dos veces. 
2.3. Evaluación de un ADC para bloquear TGFα 
2.3.1. Generación de ADCs con DM1 como agente citotóxico 
Para llevar a cabo una prueba de concepto de que TGFα puede ser una buena 
diana terapéutica contra la que desarrollar un ADC, se decidió conjugar el 




evaluar su efecto en las distintas líneas celulares. Se eligió el linker-citotóxico 
SMCC-DM1 para la conjugación, considerando su extendido uso en ADCs ya 
aprobados, como T-DM1 (Lewis Phillips et al. 2008), así como en desarrollo clínico 
(Beck et al. 2017). Teniendo en cuenta que el carcinoma renal se caracteriza por 
resistencia a la quimioterapia (Hartmann y Bokemeyer 1999), en primer lugar se 
evaluó si el fármaco DM1 libre era capaz de inhibir la proliferación de las líneas 
celulares de ccRCC. Para ello, se llevó a cabo un estudio de dosis-respuesta a DM1 
en todas las líneas (Figura 66A). Los datos obtenidos mostraron que todas ellas 
eran sensibles al tratamiento, presentando valores de IC50 en torno a 10 nM 
(Figura 66B). La línea ACHN presentó un valor de IC50 superior (91 nM), pero que 
sigue estando en el rango habitual de dosis del fármaco (Lopus et al. 2010). 
 
Figura 66. Efecto de mertansina o DM1 en la proliferación de líneas celulares de 
ccRCC. (A) Se trataron las células con las dosis indicadas de fármaco durante 3 días y se 
valoró su proliferación mediante ensayos de metabolización de MTT. Los resultados se 
representan como el porcentaje de la media ± d.e., relativo a la condición control (sin 
fármaco); n=3. Se muestra un experimento representativo que se repitió dos veces. (B) 
Valores de IC50 para DM1, calculados con el programa Prism 5. 
De manera adicional al anticuerpo anti-TGFα humano, se conjugaron los 
anticuerpos monoclonales cetuximab y trastuzumab, tal y como se describe en 
CAPÍTULO III: DIANAS TERAPÉUTICAS PARA ADCS EN CARCINOMA RENAL DE CÉLULAS CLARAS
 
178 
“Materiales y Métodos”. Para confirmar que se produjo el acoplamiento y  valorar 
la cantidad de DM1 acoplado a los distintos anticuerpos se llevó a cabo un Western 
blot cargando cantidades equivalentes de cada molécula y utilizando un anticuerpo 
producido en el laboratorio contra el fármaco libre, DM1 (Figura 67). Como control 
negativo se usaron los mismos anticuerpos ”desnudos” y como control positivo, T-
DM1 comercial, que contiene una media de 3,5 moléculas de DM1 por cada 
molécula de trastuzumab (Lewis Phillips et al. 2008). La figura 67 muestra que la 
conjugación de SMCC-DM1 se consiguió en todos los casos, aunque con distinta 
efectividad, en comparación a la conjugación química presente en un ADC 
comercial. El acoplamiento en el caso de los anticuerpos monoclonales (cetuximab 
y trastuzumab) fue aproximadamente del 50% respecto al nivel alcanzado en T-
DM1. En el caso del anticuerpo policlonal de cabra contra TGFα, la eficacia fue aún 
menor, en torno a un 15-20%, posiblemente debido a la heterogeneidad del 
anticuerpo de partida. 
 
Figura 67. Conjugación del agente citotóxico DM1 a tres anticuerpos distintos: 
trastuzumab (mAb), pertuzumab (mAb) y anti-TGFα humano (policlonal de cabra). 
Tras la conjugación química de los anticuerpos, se cuantificaron los ADCs en el Nanodrop y 
se cargaron 50 ng en un gel de poliacrilamida al 12%. Se analizó por WB la cantidad de 
DM1 conjugado en cada una de las cadenas de los anticuerpos. Como control negativo se 
usaron los anticuerpos desnudos (carriles 1, 4 y 6) y como control positivo, T-DM1 




2.3.2. Efecto antiproliferativo de los diferentes mAb-DM1 generados 
Una vez obtenidos los diferentes ADCs, se analizó su acción antiproliferativa 
en varias líneas celulares con diferentes niveles de expresión de los antígenos 
contra los que están dirigidos los mAbs: TGFα, EGFR y HER2, para anti-hTGFα, 
cetuximab y trastuzumab, respectivamente (Figura 68A). Además de las líneas de 
ccRCC utilizadas a lo largo de este trabajo, se seleccionó una línea de carcinoma de 
mama HER2+ (BT474) que expresa niveles elevados de dicha proteína, mientras 
que carece de TGFα y presenta muy baja expresión de EGFR (Figura 68A). Por otro 
lado, se eligieron 3 líneas celulares de carcinoma de páncreas (IMIM-PC1, NP-29 y 
NP-30), caracterizadas por una prominente expresión de TGFα, altos niveles de 
EGFR y baja expresión de HER2 (Figura 68A). 
Para compensar la diferencia en la cantidad de DM1 acoplado a cada 
anticuerpo se utilizaron dosis distintas: 20 nM para trastuzumab-DM1 y 
cetuximab-DM1, y 50 nM para anti-hTGFα-DM1. Como cabía esperar, trastuzumab-
DM1 redujo considerablemente la proliferación de las células BT474, mientras que 
apenas tuvo efecto en el resto de líneas celulares (con niveles mucho menores de 
HER2). De manera similar, cetuximab-DM1, y anti-hTGFα-DM1 apenas redujeron la 
proliferación de las BT474 (Figura 68B), cuyos niveles de EGFR y TGFα son muy 
bajos. Esto indicó que ninguno de los 3 ADCs penetraba de manera inespecífica en 
las células. Cabe destacar que las líneas de carcinoma de páncreas mostraron 
bastante sensibilidad tanto al ADC dirigido contra EGFR, como al dirigido contra 
TGFα (Figura 68B), acorde a sus niveles de ambas proteínas, lo cual apoyaría las 
terapias dirigidas contra la señalización a través de TGFα en patologías que 
muestran sobreexpresión de la proteína. Por último, en las líneas de ccRCC el 
tratamiento con anti-hTGFα-DM1 redujo moderadamente la proliferación celular y, 
en general, resultó más eficaz que el tratamiento con cetuximab-DM1 (Figura 68B). 
A diferencia de lo observado con otros tratamientos previos, la línea celular de 
ccRCC más sensible resultó ser la Caki-2. Sin embargo, el efecto antiproliferativo de 
trastuzumab-DM1 en esta línea, considerando que no expresa HER2, sugiere que 
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podría estar internalizando los ADCs de manera inespecífica, posiblemente por un 
proceso de pinocitosis (Kalim et al. 2017). 
 
Figura 68. Efecto de anticuerpos contra EGFR, HER2 y TGFα conjugados a SMCC-DM1 
en la proliferación de diversas líneas celulares. (A) Niveles proteicos de TGFα, EGFR y 
HER2 en diferentes líneas celulares de carcinoma de mama HER2+ (BT474), de carcinoma 
de páncreas (IMIMPC1, NP29 y NP31) y de carcinoma de células renales (A498, ACHN, 
Caki2, 769P y 786O) analizados por IP (2 mg de extracto) y WB, con anticuerpos contra 
dichas proteínas. Las líneas de puntos indican que los carriles no son contiguos dentro de 
un mismo gel, si no que se han recortado las bandas correspondientes a las líneas 
celulares de interés de varios WB procedentes de un panel de 80 líneas celulares 
analizadas en el laboratorio. Se untilizaron controles positivos para cada uno de los 
antígenos con el fin de elegir un grado de exposición semejante en todos los WB. (B) Se 
trataron las células con 50 nM de anti-hTGFα-DM1 o 20 nM de cetuximab-DM1 y 
trastuzumab-DM1 durante 5 días y se valoró su proliferación mediante ensayos de 
metabolización de MTT. Los resultados se representan como el porcentaje de la media ± 





I. RESISTENCIA A T-DM1 EN CÁNCER DE MAMA 
El tratamiento con T-DM1 en cáncer de mama HER2+ metastásico ha 
generado muy buenos resultados, mejorando sustancialmente la supervivencia de 
las pacientes (Verma et al. 2012, Amiri-Kordestani et al. 2014). Sin embargo, como 
ocurre frecuentemente en el tratamiento del cáncer, se acaban desarrollando 
resistencias al fármaco. En el caso de T-DM1, los modelos preclínicos y 
mecanismos de resistencia descritos son muy escasos; por ello, se decidió iniciar 
un estudio para identificar la mecánica celular que conduce a la aparición de 
resistencias. Para satisfacer este objetivo, se desarrollaron y caracterizaron modelos 
celulares de resistencia en la línea celular de cáncer de mama HER2+ BT474. 
Uno de los mecanismos de resistencia a quimioterapia más frecuentes es la 
eliminación de los fármacos del citoplasma por transportadores ABC. Estas 
bombas de expulsión también podrían contribuir a la resistencia a ADCs, dado que 
muchos de los agentes citotóxicos empleados, entre ellos DM1, son sustratos de 
estos transportadores (Yu et al. 2013). De hecho, se ha descrito en varios modelos 
preclínicos la aparición de resistencias a ADCs, incluyendo T-DM1, como 
consecuencia de la sobreexpresión de proteínas de esta familia, como PgP/MDR1 
(Lambert y Chari 2014). Para estudiar esta posibilidad, se evaluaron los niveles de 
mRNA de todos los miembros de la familia en los clones resistentes pero no se 
detectó sobreexpresión de ninguno de ellos. Del mismo modo que el transporte 
excesivo del citotóxico desde el citoplasma hacia el medio extracelular impediría 
una acción antiproliferativa eficaz, un transporte defectuoso desde el lisosoma 
hacia el citoplasma acarrearía las mismas consecuencias. Por ello, también se 
evaluó la expresión de SLC46A3, una proteína de la membrana lisosomal 
encargada de transportar los catabolitos resultantes de la degradación de ADCs 
como T-DM1 (Hamblett et al. 2015). Sin embargo, tampoco se detectaron 
diferencias en su expresión. Por último, aunque los dos procesos anteriores se 




alteraciones moleculares en tubulina β podrían dificultar la unión del citotóxico, 
impidiendo la inhibición de la polimerización de microtúbulos. La secuenciación de 
tubulina β, el análisis de husos mitóticos, así como los experimentos con DM1 libre 
y otros agentes antimicrotúbulos demostraron que la funcionalidad de tubulina β 
estaba intacta en los clones resistentes. 
Una vez descartadas las alteraciones en procesos relacionados con la 
tubulina β, se decidió evaluar sistemáticamente la ruta seguida por T-DM1 para 
ejercer su acción antitumoral. Se estudió la unión con el antígeno de superficie 
HER2, la subsecuente internalización y tráfico intracelular hasta alcanzar los 
lisosomas, la degradación proteolítica del anticuerpo, así como la diana molecular 
intracelular, dado que una alteración en cualquiera de los pasos anteriormente 
citados podría conferir resistencia al ADC (Barok et al. 2014). 
El primer proceso que lleva a cabo T-DM1 para ejercer su efecto antitumoral 
es la unión a HER2. En este sentido, se pueden evaluar dos aspectos diferentes. Por 
un lado, el receptor actúa como punto de anclaje del ADC, por lo que una 
disminución de los niveles de la proteína, así como una perturbación en la unión 
antígeno-anticuerpo, debida a alteraciones moleculares, truncación o 
enmascaramiento de HER2, podría conducir a resistencia. De hecho, todas estas 
anomalías en HER2 han sido descritas como mecanismos de resistencia a 
trastuzumab (Nagy et al. 2005, Scaltriti et al. 2007) y, por lo tanto, podrían ser 
compartidas por un ADC que consta de ese mismo anticuerpo como uno de sus 
componentes. De hecho, se han generado modelos preclínicos en los que la 
adquisición de resistencia a T-DM1 se debía a una pérdida de HER2 (Loganzo et al. 
2015). Los experimentos enfocados a elucidar esta posibilidad no demostraron 
cambios en los niveles de HER2, ni totales ni en la superficie celular, en ninguno de 
los tres clones resistentes. Además, corroboraron que la unión de T-DM1 al 
antígeno se preservaba en todos ellos. Aparte de ser la diana a la que se une T-
DM1, HER2 es un oncogén que al estar sobreexpresado en las células de cáncer de 




dependencia oncogénica o la sobreactivación de rutas de señalización “aguas 
abajo” del receptor en células cancerígenas se han ligado a resistencia a 
trastuzumab (Nagata et al. 2004, Eichhorn et al. 2008). Los experimentos de 
silenciamiento génico de HER2 mostraron que los clones resistentes a T-DM1 
mantenían la dependencia oncogénica del receptor, excluyendo así la posibilidad 
de que la resistencia fuera debida a una pérdida de la funcionalidad de la proteína. 
Finalmente, el estudio del estado de activación de varías cascadas de señalización 
iniciadas por HER2 no reveló ninguna alteración significativa o sobreactivación 
que pudiera justificar la pérdida de función. Este primer punto de evaluación 
indicó, por tanto, que la resistencia a T-DM1 en los clones no estaba debida a 
alteraciones en el antígeno, ya fuesen cambios en los niveles, en la molécula o en la 
señalización dependiente de HER2. 
Una vez que un ADC, como T-DM1, se une a su molécula diana en la superficie 
celular, tiene que ser internalizado, dado que es en el interior de la célula donde 
sufrirá el procesamiento que dará lugar a la liberación del citotóxico. Se trata por 
tanto de un paso crucial que depende de varios factores, entre otros, del propio 
antígeno. Hay proteínas de membrana que se internalizan de manera muy eficiente 
y otras, como HER2, que tienen una tasa de internalización muy lenta (Sorkin y 
Goh 2008), lo que podría favorecer la aparición de resistencias. De hecho, dentro 
de las nuevas estrategias empleadas en el desarrollo de ADCs, se han generado 
anticuerpos biparatópicos contra dos epítopos distintos de HER2, que favorecen la 
agregación de receptores, promoviendo así su internalización y degradación (Li et 
al. 2016). Por otro lado, una internalización diferente a la canónica, por ejemplo a 
través de vesículas de caveolina, podría alejar los complejos T-DM1-HER2 de la 
ruta hacia lisosomas, impidiendo en última instancia su acción antitumoral. Un 
mecanismo de resistencia a T-DM1 descrito recientemente se basa, precisamente, 
en la internalización a través de vesículas de caveolina (Sung et al. 2017). Los 
análisis bioinformáticos realizados a partir de los datos de expresión génica de los 
clones resistentes apuntaron a las rutas endocítica y lisosomal como componentes 




llevaron a cabo varios experimentos para caracterizar estos procesos. Los ensayos 
de internalización con T-DM1 unido a biotina procesable mostraron que la tasa de 
internalización era similar en todas las líneas celulares. Además, el seguimiento in 
vivo de T-DM1 marcado con fluorocromos no reveló ningún defecto en las 
primeras etapas de la internalización, lo que sugería que este proceso se mantenía 
en los clones resistentes a niveles similares a los de la línea parental. Sin embargo, 
los experimentos en células vivas y los estudios por inmunofluorescencia a 
tiempos más largos sí que mostraron diferencias en la distribución subcelular de 
T-DM1. Se observó que T-DM1 se acumulaba en compartimentos intracelulares en 
las células C#1 y C#3, pero no en C#6. Esta acumulación tan llamativa se observó 
también in vivo, especialmente en los tumores derivados de ratones inyectados con 
las células del clon C#1. Los estudios realizados para identificar la localización 
intracelular donde T-DM1 quedaba atrapado en los dos clones resistentes 
mostraron una fuerte colocalización con (i) el marcador de vesículas ácidas 
LysoTracker, (ii) anticuerpos contra LAMP1 y (iii) proteínas de fusión GFP-LAMP1, 
todos ellos considerados marcadores lisosomales. 
Cuando el ADC llega a los lisosomas sufre un procesamiento proteolítico que 
conduce a la liberación del agente citotóxico. En el caso de T-DM1, donde DM1 se 
encuentra unido a trastuzumab a través de un linker no procesable, la parte del 
anticuerpo tiene que degradarse por completo para que el derivado de 
maintansina quede libre. Un defecto en este proceso comprometería la acción 
antitumoral de T-DM1. Por ello, se evaluó tanto el pH lisosomal como la actividad 
proteasa observándose que ambos procesos se encontraban alterados en las 
células C#1 y C#3 con respecto a la línea parental o al clon C#6. El pH lisosomal 
estaba incrementado en dichos clones, lo cual podría restringir la actividad 
proteinasa intrínseca de las enzimas lisosomales, impidiendo de este modo el 
procesamiento de T-DM1 endocitado. Se corroboró además que esta disfunción 
lisosomal no era consecuencia de algún defecto en el proceso de autofagia. Por otro 
lado, la manipulación artificial del pH lisosomal, mediante inhibidores de la V-




sensible, confirmando de este modo la relevancia de esta alteración en la 
adquisición de la resistencia. De manera importante, cabe destacar que este 
desequilibrio en la función lisosomal que conducía a la ineficacia de T-DM1 se 
detectó también en un tumor derivado de un paciente HER2+ que se mantuvo 
como PDX. Este hecho no solo traslada los descubrimientos a un ámbito más 
clínico, sino que también confirma que este mecanismo de resistencia no es 
exclusivo del modelo celular derivado de BT474. 
 
Figura 69. Representación esquemática del modelo de resistencia a T-DM1 
propuesto. T-DM1 se une a HER2 en la membrana plasmática, lo que impulsa la entrada 
de los complejos HER2-T-DM1 al interior celular por un proceso de endocitosis mediada 
por receptor. Los complejos internalizados quedan contenidos inicialmente en vesículas 
endocíticas que se fusionan dando lugar a endosomas tempranos. La carga de estos 
endosomas puede ser reciclada de nuevo a la membrana plasmática o progresar en la ruta 
endocítica, hasta fusionarse con los lisosomas. En la ruta convencional que acontece en 
células sensibles a T-DM1, las proteasas lisosomales ácidas degradan el anticuerpo del 
ADC, liberando el citotóxico, unido al linker y a un residuo de lisina. El Lys-MCC-DM1 
intracelular inhibe la polimerización de los microtúbulos, induciendo parada del ciclo 
celular en mitosis, apoptosis, catástrofe mitótica y disrupción del tráfico intracelular. En la 
ruta alterada, presente en las células resistentes a T-DM1, el pH lisosomal alterado 
restringiría la actividad de las enzimas lisosomales, dificultando el procesamiento 
proteolítico de T-DM1 endocitado. El ADC quedaría así retenido en el interior de los 




Los estudios llevados a cabo en esta parte del trabajo permiten extraer varias 
conclusiones importantes. Por un lado, los modelos de resistencia basados en 
líneas celulares de cáncer de mama HER2+ son capaces de adaptarse y sobrevivir a 
la acción de T-DM1 mediante varios mecanismos de resistencia, uno de los cuales 
está ligado a una actividad lisosomal deficiente. Esta alteración en la función 
lisosomal impediría el correcto procesamiento de T-DM1, limitando así su acción 
antitumoral. Existen varios datos experimentales que apoyan la existencia de 
diversos mecanismos de resistencia a T-DM1, que incluyen (i) los análisis de 
expresión génica, que indicaron diferencias en los genes expresados 
diferencialmente entre los distintos clones con respecto a la línea parental; (ii) los 
estudios in vivo, que mostraron la variedad en las cinéticas de crecimiento y 
respuesta a T-DM1 de los tumores de los animales inyectados con las diversas 
líneas celulares; y (iii) los datos biológicos, que revelaron la acumulación lisosomal 
de T-DM1 y la alteración de la función proteolítica en dos de los tres clones 
resistentes. Estas diferencias interclonales demuestran, al igual que ocurre para 
otras terapias anti-HER2 (Gagliato et al. 2016), que la resistencia al tratamiento se 
adquiere por diversos mecanismos, lo cual, aunque esperable, no deja de ser 
desafortunado desde un punto de vista clínico. Esta heterogeneidad apoya la 
importancia de entender y desentrañar todos los mecanismos que llevan a las 
células cancerígenas a dejar de responder al tratamiento a la hora de diseñar 
estrategias efectivas para combatir la resistencia a T-DM1. 
Por otro lado, la descripción de esta alteración lisosomal podría tener 
importantes implicaciones generales, más allá de su mera identificación como 
mecanismo de resistencia a T-DM1. Los ADCs son un tipo de terapia en expansión 
que está demostrando ser muy eficaz, con 4 fármacos aprobados para su uso en 
clínica y más de 60 en ensayos clínicos (Beck et al. 2017). Dentro de este tipo de 
moléculas compuestas, existen varios ADCs que precisan de una correcta función 
lisosomal para ser procesados adecuadamente, liberando el agente citotóxico: (i) 
los ADCs que contienen linkers no procesables (por ejemplo, T-DM1 (Amiri-




degradada por las proteasas lisosomales para que el citotóxico, unido al linker y a 
un residuo de un aminoácido del anticuerpo, se transporte desde el lumen 
lisosomal al citoplasma; (ii) los ADCs con linkers procesables sensibles a enzimas 
lisosomales (por ejemplo, brentuximab vedotina (Senter y Sievers 2012)) 
necesitan de proteasas lisosomales para romper el enlace que mantiene unido el 
agente citotóxico a la parte del anticuerpo; y (iii) los ADCs con linkers procesables 
sensibles a pH (por ejemplo, gemtuzumab ozogamicina (Appelbaum y Bernstein 
2017) o inotuzumab ozogamicina (Kantarjian et al. 2016)) tienen que alcanzar un 
pH ácido para que el citotóxico se suelte del anticuerpo. Todos estos fármacos, 
usados actualmente en varios tipos de cáncer, podrían dar lugar a la aparición de 
resistencias por medio de un proceso como el descrito en este trabajo. La 
posibilidad de que alteraciones en la función lisosomal causen resistencias a ADCs 
en pacientes se puede apoyar en un precedente clínico, como son las enfermedades 
de almacenamiento lisosómico o de depósito lisosomal, una clase de desórdenes 
metabólicos provocados por alteraciones en proteínas críticas para la función 
lisosomal. El mal funcionamiento de estas proteínas provoca la acumulación de 
moléculas no digeridas (Schultz et al. 2011). Por último, estos hallazgos sugieren la 
posibilidad de manipular el pH lisosomal para potenciar o restaurar las 
propiedades antitumorales de T-DM1 y otros ADCs. Actualmente ya existe 
tecnología enfocada a ese objetivo, como el uso de nanopartículas fotoactivables 
capaces de incrementar el pH intralisosomal (Trudeau et al. 2016). Este tipo de 
estrategias podría mejorar las terapias basadas en ADCs. 
II. POTENCIAL TERAPÉUTICO DE T-DM1 EN CÁNCER DE OVARIO HER2+ 
El carcinoma de ovario es la causa más común de muerte por cáncer 
ginecológico en las mujeres (Yap et al. 2009). Debido a la ausencia de síntomas 
clínicos evidentes y a la falta de pruebas adecuadas, la mayoría de las pacientes se 
diagnostican en estadios avanzados de la enfermedad, lo cual se asocia con una alta 




en cirugía y quimioterapia, lo cual conduce a un porcentaje de curación bastante 
bajo (Banerjee y Kaye 2013). Además, la tasa de supervivencia a los 5 años no ha 
mejorado en los últimos años. Este pronóstico tan desalentador resalta la 
necesidad de identificar nuevas opciones de tratamiento, más efectivas, para 
pacientes con cáncer de ovario avanzado o recurrente. En este ámbito, la 
identificación de nuevas dianas terapéuticas susceptibles de ser atacadas 
farmacológicamente resulta crucial. Considerando la relevancia de las tirosina 
quinasas en la iniciación y progresión del cáncer, así como los beneficios que han 
tenido en otras enfermedades oncológicas las terapias dirigidas contra estas 
proteínas (Ocana et al. 2013), se decidió evaluar el estado de activación de varias 
tirosina quinasas en muestras tumorales extraídas quirúrgicamente de pacientes 
con cáncer de ovario. 
Los análisis con arrays de anticuerpos en las muestras de tumores de ovario 
indicaron que una gran proporción de los mismos expresaba formas activas de los 
receptores de la familia ERBB, en particular, HER2. La sobreexpresión de HER2 (3+ 
por inmunohistoquímica) se ha observado en menos de un 10% de los tumores de 
ovario (Yap et al. 2009), aunque se ha descrito expresión baja o moderada del 
receptor (es decir, 2+ o 1+ por inmunohistoquímica) en un porcentaje 
considerablemente mayor (50% de los casos) (Tuefferd et al. 2007). Los datos 
obtenidos del análisis de los arrays revelaron que el 90% de los tumores tenía 
fosforilación en residuos de tirosina de HER2, lo que indicaría que el número de 
tumores en los que HER2 estaba activo podría ser superior al esperado de los 
estudios de expresión. Además, si HER2 resultase importante en la patofisiología 
de estos tumores, una gran proporción de pacientes podría beneficiarse de 
terapias dirigidas contra dicha proteína, cuyo uso está perfectamente establecido 
para otras patologías como el cáncer de mama (Amiri-Kordestani et al. 2014). Por 
todo ello, se llevaron a cabo estudios para definir la relevancia biológica de HER2 
en cáncer de ovario, analizando líneas celulares de cáncer de ovario. En todas las 





Los estudios de inhibición genética de HER2, mediante shRNA, mostraron 
que en las células SKOV3 y OVCAR8 el silenciamiento de HER2 inhibía 
sustancialmente la proliferación celular, a diferencia de lo ocurrido en A2780 e 
IGROV1. Esta variabilidad en la sensibilidad al silenciamiento del receptor sugería 
que ciertas líneas (SKOV3 y OVCAR8) podrían ser dependientes de la señalización 
a través de HER2, mientras que en otras (A2780 e IGROV1) HER2 no contribuiría 
significativamente a su proliferación. El efecto de lapatinib en IGROV1, que resultó 
insensible al silenciamiento, podría deberse a una acción no específica del fármaco, 
como ya se ha descrito en otros sistemas (Dolloff et al. 2011). De estos 
experimentos de silenciamiento de HER2 se pueden extraer varias consideraciones 
relevantes desde el punto de vista terapéutico. SKOV3 podría considerarse un 
modelo de tumor de ovario sobreexpresor HER2, por lo que podría ser óptimo 
para la intervención terapéutica mediante terapias anti-HER2. Sin embargo, hay 
otros factores más allá de la sobreexpresión de HER2 que podrían contribuir a la 
dependencia de HER2 en cáncer de ovario y que explicarían el efecto observado en 
OVCAR8, como la sobreexpresión de ligandos de los receptores ERBB, por ejemplo, 
NRG. De hecho, se ha descrito que el bloqueo de este ligando impide la 
proliferación de células de carcinoma de ovario (Sheng et al. 2010). 
Los análisis in vitro del efecto en líneas celulares de cáncer de ovario de 
varios agentes anti-HER2 aprobados para su uso en clínica mostraron una eficacia 
limitada de trastuzumab y pertuzumab, en línea con otros estudios in vivo ya 
publicados (Sims et al. 2012). Por el contrario, el ADC derivado de trastuzumab, T-
DM1, mostró importantes propiedades antitumorales, tanto in vitro como en 
estudios in vivo en ratones inyectados con células SKOV3. Por ello, y considerando 
además que el mecanismo de acción de este fármaco en carcinoma de ovario no se 
había estudiado, se llevó a cabo un estudio para caracterizar las respuestas 
moleculares de las células de cáncer de ovario a T-DM1. Las curvas de dosis-
respuesta indicaron que la línea celular más sensible era SKOV3, lo cual se podría 
explicar teniendo en cuenta que esta línea celular presenta altos niveles de 




experimentos de silenciamiento de HER2. En cuanto a su mecanismo de acción, T-
DM1 provocó el bloqueo del ciclo celular en mitosis, como indicó la acumulación de 
células en esta fase del ciclo celular, así como el aumento de la cantidad de 
proteínas como fosfo-histona H3 y fosfo-BUBR1, cuya expresión se asocia a esta 
fase del ciclo. La acumulación de células en mitosis estaría causada probablemente 
por el derivado de la maintansina, responsable de impedir el correcto ensamblaje 
del huso mitótico, como se observó por inmunofluorescencia en las células 
tratadas con T-DM1. Este efecto provocó el aumento del número de células 
mitóticas en los cultivos, cuya parada prolongada en esta fase las llevó a 
evolucionar a células multinucleadas. La acción antiproliferativa de T-DM1, por 
tanto, tiene un efecto directo en la dinámica del ciclo celular, sin embargo, el 
tratamiento prolongado con la droga conduce a muerte celular. Este fenómeno 
podría acontecer tras la parada del ciclo celular y la multinucleación, y se suele 
denominar catástrofe mitótica, la cual también ha sido descrita en cáncer de mama 
(Barok et al. 2011) y parece estar relacionada con la concentración citoplasmática 
de DM1 libre (Barok et al. 2014). 
Es interesante mencionar que T-DM1 mostró sinergia al combinarlo con 
docetaxel y vinorelbina, lo que podría indicar que los fármacos que alteran la 
dinámica de microtúbulos potencian la acción antitumoral de T-DM1. Además, T-
DM1 provocó un aumento en los niveles de p27, efecto que podría deberse a la 
parte de la molécula que contiene trastuzumab, ya que se ha descrito previamente 
que el anticuerpo monoclonal produce ese efecto bioquímico (Lane et al. 2000). El 
incremento en p27 se ha ligado a una transición retrasada de las células desde la 
fase G1 a la S. Sin embargo, aunque este incremento pudiera contribuir al efecto 
antitumoral de T-DM1, parece claro que la parada en mitosis predomina sobre 
otros efectos del fármaco sobre el ciclo celular. 
Cabe destacar que T-DM1 resultó efectivo no solo en las líneas celulares 
sensibles al silenciamiento in vitro de HER2, sino también en el resto de líneas de 




proteína, los bajos niveles de HER2 pudieran favorecer la entrada de T-DM1 al 
interior de la célula. De hecho, se observó internalización del ADC en todas las 
líneas celulares analizadas. Además, todas estas células tumorales se caracterizan 
por una alta tasa de proliferación, lo que podría explicar el efecto antitumoral de T-
DM1 en estas líneas resistentes al silenciamiento de HER2, con bajos niveles de la 
proteína. Teniendo en cuenta que los estudios de farmacocinética de T-DM1 han 
descrito concentraciones plasmáticas del fármaco por encima de la dosis máxima 
probada en este trabajo y que se mantienen hasta 20 días (Krop et al. 2010), es 
posible que pacientes de cáncer de ovario, con tumores que expresan bajos niveles 
de HER2 también pudieran beneficiarse de las propiedades antitumorales de T-
DM1. Recientemente, se ha desarrollado un nuevo ADC dirigido contra HER2 que 
ha demostrado actividad antitumoral en carcinoma de ovario epitelial tanto con 
sobreexpresión de HER2 como con expresión baja o moderada del receptor 
(Menderes et al. 2017). 
En resumen, los estudios llevados a cabo en esta parte del trabajo 
describieron el estado de activación de varias tirosina quinasas susceptibles de ser 
atacadas farmacológicamente en cáncer de ovario, destacando la frecuente 
activación de HER2 en muestras tumorales. Los datos demostraron evidencia 
preclínica de que actuar sobre HER2 en esta patología tenía una acción antitumoral 
en células que expresan la proteína, especialmente en el caso del derivado de 
trastuzumab, T-DM1. El efecto antiproliferativo mostrado por T-DM1, mucho 
mayor que el de otros fármacos clínicamente disponibles, así como su potenciación 
al combinarlo con otros fármacos que se usan habitualmente en cáncer de ovario, 
incita a la evaluación clínica de T-DM1, ya sea en monoterapia o en combinación, 




III. DIANAS TERAPÉUTICAS PARA ADCS EN CARCINOMA RENAL DE 
CÉLULAS CLARAS 
Para los pacientes de carcinoma de células renales, la cirugía sigue siendo la 
única aproximación potencialmente curativa. Sin embargo, a pesar de la 
nefrectomía, la tasa de recurrencia global se estima en un 35% (Eggener et al. 
2006). Además, el carcinoma de células renales metastásico es altamente 
resistente a la quimioterapia (Hartmann y Bokemeyer 1999). En los últimos años, 
el mayor conocimiento de la biología de estos tumores ha conducido al desarrollo 
de nuevas terapias dirigidas, como los inhibidores de angiogénesis (Motzer et al. 
2014) o, más recientemente, los inhibidores de los puntos de control del sistema 
inmune (Geynisman 2015). Todos ellos han mejorado significativamente la 
supervivencia en pacientes con carcinoma de células renales metastásico, aunque 
su papel como tratamiento adyuvante no está tan claro (Massari et al. 2017). Por 
otro lado, rara vez se obtienen respuestas completas al tratamiento. Por todo ello, 
desentrañar los mecanismos moleculares de estos tumores e identificar 
potenciales dianas para su intervención terapéutica es de gran importancia para 
erradicar esta patología o incrementar la supervivencia y calidad de vida de los 
pacientes. Con este objetivo, se inició un estudio, partiendo de muestras tumorales 
y de tejido sano de pacientes con ccRCC, para identificar proteínas susceptibles de 
ser atacadas farmacológicamente, ya sea con terapias disponibles actualmente 
para su uso en clínica en otras patologías, o bien contra las que diseñar nuevos 
fármacos, como ADCs. 
Para ello, se evaluó el estado de activación de varios receptores tirosina 
quinasa en dichas muestras. Los RTKs, además de tener un papel muy relevante en 
la señalización de las células cancerígenas, se localizan en la membrana plasmática, 
lo que les convierte en proteínas accesibles para terapias dirigidas basadas en 
ADCs. El análisis con arrays de anticuerpos señaló a EGFR como el único receptor 
que se encontraba activo en las muestras de pacientes con ccRCC. Además, el nivel 




superior que en las muestras de tejido sano. Los análisis in silico de la expresión 
diferencial de EGFR en distintos tipos de cáncer corroboraron la alta expresión del 
receptor en carcinoma renal de células claras, 2,35 veces superior que en tejido 
sano de riñón. 
Estas observaciones también se confirmaron en líneas celulares de ccRCC. 
Por un lado, EGFR fue el receptor más frecuentemente presente y activo a nivel 
proteico; por otro lado, los datos de expresión de mRNA del receptor obtenidos de 
CCLE demostraron la alta expresión del receptor en líneas celulares de riñón. Por 
último, los ensayos biológicos encaminados a explorar la relevancia de EGFR en el 
control de la proliferación de las líneas celulares de ccRCC demostraron su 
importancia en este proceso. Tanto la inhibición genética, mediante shRNA, como 
la inhibición farmacológica con el anticuerpo monoclonal cetuximab afectaron 
profundamente el crecimiento de las células de ccRCC. Hay que mencionar que, en 
línea con lo que ya se ha observado en estudios previos, el tratamiento con TKIs no 
resultó eficaz en estas líneas celulares (Kuroda et al. 2009). 
Los resultados obtenidos están en consonancia con varios estudios 
preclínicos que resaltan el papel del receptor de EGF en carcinoma renal. Hay 
varias publicaciones que han descrito sobreexpresión de EGFR en RCC (renal cell 
carcinoma; carcinoma de células renales) (Gomella et al. 1990, Ishikawa et al. 
1990, Hofmockel et al. 1997), aunque su valor como marcador pronóstico no está 
tan claro (Cohen et al. 2007). Además, se ha observado que el bloqueo de la 
señalización a través de EGFR disminuye la proliferación de células de RCC tanto in 
vitro como in vivo. Por ejemplo, se ha comprobado que las líneas celulares de RCC 
son sensibles a cetuximab (Atlas et al. 1992) y que el tratamiento con este 
anticuerpo monoclonal también es capaz de inhibir el crecimiento de xenoinjertos 
de células de carcinoma renal en ratones (Prewett et al. 1998). Resultados 
similares se han observado también con TKIs contra EGFR, donde el bloqueo de la 
señalización del receptor inhibió la angiogénesis (Kedar et al. 2002) o el 




ortotópicamente en ratones. Todos estos resultados preclínicos proporcionaron 
una base sólida para evaluar terapias dirigidas contra EGFR en pacientes con RCC 
avanzado (Dancey 2004). Sin embargo, los resultados de varios ensayos clínicos 
valorando el potencial terapéutico de estos agentes han resultado decepcionantes, 
demostrando la falta de actividad en pacientes tanto de erlotinib (Drucker et al. 
2003), como de cetuximab (Motzer et al. 2003) o de otro anticuerpo monoclonal 
contra EGFR (Rowinsky et al. 2004). Por otro lado, los tumores sólidos son 
genéticamente complejos y no suelen depender de una única quinasa o vía de 
señalización para su proliferación aberrante. Con frecuencia se da un alto nivel de 
activación compensatoria de receptores dentro de una vía de señalización así como 
entre distintas vías. Por ello, al igual que ocurre con la quimioterapia convencional, 
que a menudo es más eficaz en combinación, las combinaciones racionales de 
terapias dirigidas tienen más probabilidades de resultar más potentes (Baselga y 
Tabernero 2007). Con esta idea se ha probado el bloqueo de la vía de EGFR y VEGF 
con anticuerpos monoclonales. Lamentablemente, la adición de erlotinib a 
bevacizumab no proporcionó un beneficio clínico adicional al tratamiento con 
bevacizumab en monoterapia (Bukowski et al. 2007). De forma similar, la 
combinación de los TKIs gefitinib más sunitinib demostró una eficacia comparable 
al tratamiento en monoterapia con sunitinib (Motzer et al. 2010). 
Uno de los mecanismos más habituales de activación de EGFR es mediante la 
unión de ligando (Scaltriti y Baselga 2006). Los factores de crecimiento de la 
familia de EGF tienen como particularidad que inducen la señalización 
transmembrana tanto en su forma soluble como en su forma anclada a membrana. 
Además, el ser proteínas de membrana les convierte en potenciales dianas 
terapéuticas para ADCs. El análisis de la expresión génica de los distintos ligandos 
de EGFR a partir del mRNA de las muestras de pacientes con ccRCC mostró que 
TGFα era el que presentaba una expresión mayor, tanto en tejido sano como en 
tejido tumoral. Los datos de expresión diferencial de TGFα obtenidos in silico 
confirmaron que, de todos los ligandos, TGFα era el que presentaba mayores 




recogidos en la base de datos, el ccRCC fue el que presentó mayor expresión de 
TGFα, siendo 2,89 veces superior en tejido tumoral que en tejido sano. A nivel 
proteico, TGFα apareció en su forma procesada (cola) en la mayoría de los casos de 
tejido sano, mientras que en las muestras de tejido tumoral se detectaron las dos 
formas, la completa (proTGFα) que aún contiene la forma madura de TGFα y, por 
tanto, es capaz de estimular al receptor EGFR; y la forma procesada, que ha 
perdido el factor de crecimiento. Los datos de expresión génica de TGFα también 
se confirmaron en líneas celulares de ccRCC. Asimismo, los datos obtenidos de 
CCLE demostraron la alta expresión del mRNA de TGFα en líneas celulares de 
riñón. Por último, los ensayos biológicos de silenciamiento genético de TGFα en 
líneas celulares de ccRCC demostraron un marcado efecto antiproliferativo, 
especialmente en aquellas líneas que presentaron mayores niveles de proTGFα. 
Los resultados referentes a la expresión de TGFα en ccRCC obtenidos en este 
trabajo confirman estudios previos en los que se destacó la importancia del ligando 
en esta patología. A nivel de mRNA, se ha detectado expresión incrementada de 
TGFα tanto en líneas celulares de RCC (Sargent et al. 1989), como en tejido tumoral 
de muestras de carcinoma de células renales procedentes de pacientes, frente al 
tejido normal circundante (Gomella et al. 1989, Petrides et al. 1990). Este 
incremento en la expresión del ligando suele ir asociado también a una mayor 
expresión de EGFR, por lo que se ha sugerido un mecanismo autocrino que 
impulsaría el desarrollo y progresión del RCC (Mydlo et al. 1989). A nivel proteico, 
por inmunohistoquímica, también se ha descrito la expresión incrementada de 
TGFα en carcinoma de células renales humano (Lager et al. 1994) y de rata, a lo 
largo de todas las fases del desarrollo del tumor renal, desde las displasias más 
tempranas, estando ausente en epitelio no neoplásico (Everitt et al. 1997). La 
distribución del factor de crecimiento no parece estar asociada al grado histológico 
o tener un papel pronóstico (Uhlman et al. 1995), sin embargo, sí que se ha 
sugerido un papel importante en la neovascularización del carcinoma de células 
claras (Hise et al. 1996). Aunque la expresión mayoritaria en tejido tumoral de RCC 




del mRNA o por inmunohistoquímica, hasta la fecha no se había descrito que estas 
diferencias se deben a la presencia de distintas formas de la proteína. En este 
trabajo se ha observado la presencia de formas truncadas, sin el dominio 
extracelular que contiene la forma madura de TGFα, en las muestras de tejido sano. 
En las muestras tumorales procedentes de pacientes, la forma presente fue 
proTGFα. Esta diferencia resulta muy relevante desde un punto de vista clínico, 
dado que a la hora de diseñar terapias dirigidas contra un antígeno tumoral, la 
expresión diferencial entre tejido sano y tumoral es crucial. 
Por otro lado, los resultados obtenidos hasta el momento confirman también 
el papel del ligando en la progresión tumoral. Ya se ha demostrado en líneas 
celulares que el tratamiento con el factor de crecimiento soluble TGFα es capaz de 
estimular la proliferación celular y provocar un incremento en los niveles de 
mRNA de EGFR y del propio TGFα, efecto que se inhibe al tratar dichas líneas con 
cetuximab, lo que también causa un aumento en los niveles de TGFα secretado. 
Estos datos sugieren que la proliferación de las líneas celulares de RCC podría 
estar regulada por el TGFα producido de manera endógena y que esa vía 
regulatoria se podría interrumpir con una anticuerpo monoclonal contra EGFR 
(Atlas et al. 1992). También se ha demostrado en líneas celulares que el papel de 
TGFα en la proliferación celular es específico de RCC de células claras y no tanto de 
otros subtipos, como el papilar (Ramp et al. 2000). En la mayoría de tumores de 
ccRCC se observó secreción del factor de crecimiento y la estimulación con TGFα 
exógeno estimuló su crecimiento, lo que sugiere que el rol pro-proliferativo de 
TGFα se produce tanto por acciones autocrinas como paracrinas (Ramp et al. 
2000). 
Para que un antígeno tumoral sea apropiado para inmunoterapia necesita: (i) 
expresarse en las células tumorales, (ii) estar ausente en tejidos normales, (iii) 
demostrar inmunogenicidad e idealmente (iv) estar involucrado en la progresión 
tumoral. Considerando estos criterios, TGFα parece un candidato muy prometedor 




papel directo en la proliferación de tumores de RCC. Para evaluar su 
inmunogenicidad, se llevó a cabo un estudio en un panel de tejidos normales y 
numerosos especímenes de cáncer renal humano en RCC (Pelletier et al. 2009). En 
este estudio, además de confirmar la expresión diferencial de TGFα, se 
expandieron líneas de células T específicas para ciertos péptidos de TGFα cuando 
se presentaron por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad en la 
superficie de células presentadoras de antígeno. Los resultados confirmaron la 
inmunogenicidad del ligando, mediante la presencia de linfocitos T específicos de 
TGFα entre los linfocitos infiltrantes del tumor y las células mononucleares de la 
sangre periférica obtenida de pacientes de RCC. 
De cara a su potencial como diana terapéutica para el desarrollo de un ADC, 
otro requisito adicional sería que el ligando fuese capaz de internalizarse una vez 
unido a un anticuerpo monoclonal específico. En este sentido, cabe mencionar que 
se ha desarrollado un anticuerpo monoclonal humanizado contra TGFα capaz de 
neutralizar completamente el ligando soluble e internalizarse una vez unido a la 
forma anclada a membrana (Beidler et al. 2014). De manera importante, cabe 
destacar que la administración de este anticuerpo monoclonal a macacos 
cangrejeros no dio lugar a la toxicidad en piel observada con los actuales 
inhibidores de EGFR usados en clínica. Tampoco se detectaron otras patologías, lo 
que indica que la neutralización del ligando, a diferencia de lo que ocurre con el 
receptor, podría proporcionar un perfil clínico relativamente seguro. Además, el 
estar humanizado permitiría su desarrollo clínico. 
En resumen, los estudios llevados a cabo en esta parte del trabajo revelaron 
al receptor de EGF y su ligando TGFα como dos proteínas con una aparente 
relevancia en carcinoma renal de células claras, cuya expresión se encontraba 
alterada en tejido tumoral de muestras de pacientes frente a sus correspondientes 
muestras de tejido sano, lo que podría sugerir un posible loop autocrino que 
estaría sustentando la proliferación de las células tumorales. Los datos preclínicos 




antitumoral. Estos datos van en consonancia con varios estudios ya descritos en la 
literatura que han impulsado la evaluación clínica de tratamientos contra EGFR, 
lamentablemente demostrando un escaso beneficio en pacientes. Por su parte, 
TGFα es una diana terapéutica que podría ser incluso más interesante que el 
receptor. Puede que la ausencia de tratamientos específicos contra el ligando haya 
disuadido el profundizar en su evaluación clínica. Sin embargo, todas las 
evidencias preclínicas del papel de TGFα en la proliferación celular del ccRCC; la 
expresión diferencial de la proteína, con la presencia de una forma completa en el 
tejido tumoral, susceptible de ser atacada mediante ADCs y ausente en el tejido 
sano; su inmunogenicidad, así como su capacidad de internalización incitan a la 
evaluación clínica de TGFα como una potencial diana terapéutica para el 






1. Los modelos celulares de cáncer de mama con resistencia adquirida a T-DM1 
son capaces de adaptarse y sobrevivir a la acción antitumoral de T-DM1 
mediante varios mecanismos de resistencia. 
2. Uno de estos mecanismos de resistencia está ligado a una actividad lisosomal 
deficiente, consecuencia de un incremento en el pH de los lisosomas y una 
disminución de la actividad proteasa de las enzimas. Esto impide el correcto 
procesamiento de T-DM1 que debiera conducir a la liberación del agente 
citotóxico. 
CAPÍTULO II 
3. HER2 es la tirosina quinasa, susceptible de ser atacada farmacológicamente, 
que se encuentra más frecuentemente activada en tumores epiteliales de 
ovario. 
4. T-DM1 exhibe un efecto antitumoral in vitro e in vivo, en modelos HER2+. 
Estos resultados apoyan la evaluación clínica de T-DM1 para el tratamiento 
del cáncer de ovario sobreexpresor de HER2. 
5. La acción antiproliferativa de T-DM1 se debe a la parada prolongada del ciclo 
celular en mitosis, lo que conduce a catástrofe mitótica. 
CAPÍTULO III 
6. EGFR es el receptor tirosina quinasa que se encuentra más frecuentemente 
activado en carcinoma renal de células claras. 
7. TGFα es el factor de crecimiento de la familia de EGF que se expresa 




8. TGFα presenta una expresión proteica diferencial entre el tejido tumoral y el 
tejido sano circundante en muestras de pacientes con carcinoma renal de 
células claras, encontrándose como una proforma de 17 kDa, en el primer 
caso, y como una forma procesada de 15 kDa, en el segundo. 
9. Tanto la inhibición genética como la inhibición farmacológica de TGFα 
ejercen un efecto antiproliferativo en modelos celulares de carcinoma renal 
de células claras. Estos datos, sumados a que TGFα se presenta como un 
antígeno diferencial entre tejido sano y tumoral, sugieren la posibilidad de 
que TGFα pueda representar una potencial diana terapéutica para el 
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